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RESUMO
O interesse na Cromatografia com Fluido Supercrítico (SFC) foi retomado há menos de
uma década com o desenvolvimento de uma instrumentação inovadora e robusta que permi-
tiu alcançar repetibilidade e confiabilidade nos resultados, dando origem à cromatografia com
fluido supercrítico de ultra alta eficiência (Ultra High Performance Supercritical Fluid Chro-
matography, UHPSFC). A UHPSFC é uma técnica em exploração, que surge como alternativa
verde às técnicas de separação empregadas atualmente, permitindo reduzir o consumo de sol-
ventes tóxicos, além de associar a capacidade de análise das técnicas de cromatografia líquida
de fase normal, de fase reversa e gasosa. Este trabalho propôs o desenvolvimento de um mé-
todo utilizando UHPSFC para uma separação, em uma mesma corrida, de uma mistura de 8
fármacos redutores de colesterol, uma tendência em laboratórios de desenvolvimento analítico
conhecida como análise multiproduto. Essa proposta, associada à técnica de UHPSFC, busca
alcançar resultados rápidos, com separação eficiente e impactos reduzidos sobre o meio ambi-
ente. Na etapa inicial de desenvolvimento do método, uma triagem (screening) foi realizada
para selecionar as condições mais promissoras de fase estacionária (FE), modificador orgânico
(cossolvente) da fase móvel (FM), diluente para injeção das amostras e concentração do modi-
ficador no início de cada injeção. Nessa etapa, a vazão da fase móvel (1,50 mL min-1), pressão
(1500 psi), temperatura (40 ◦C) e eluição em modo gradiente linear (6% de modificador min-1)
foram mantidas constantes com aquisição de dados em 240 nm, usando detector por arranjo
de fotodiodos. Os resultados dessa etapa permitiram a seleção da coluna Torus 1-AA, com
composição de FM CO2:(EtOH:H2O 95:5 (v/v)), ACN:EtOH 3:2 (v/v) como diluente e 5% de
modificador no início das corridas. Em seguida, um planejamento experimental do tipo com-
posto central foi executado para avaliar os parâmetros pressão, temperatura e quantidade final
de modificador no gradiente linear em 2 níveis fatoriais, em 2 níveis axiais e o ponto central. A
influência dos parâmetros sobre as respostas cromatográficas dos compostos (fator de retenção,
fator de separação, resolução, fator de assimetria, número de pratos) foi avaliada com base nas
propriedades físico-químicas das interações soluto-FE e soluto-FM e uma condição ótima foi
obtida a partir dos 19 experimentos realizados. Ao final, a vazão da fase móvel foi alterada para
atingir uma separação entre todos os analitos até a linha de base. O design space foi obtido a
partir do fator de separação para fornecer o espaço experimental robusto às alterações dos pa-
râmetros experimentais. As condições otimizadas foram: vazão: 1,80 mL min-1, pressão: 2150
psi, temperatura: 42 ◦C, eluição: gradiente de 5% até 15,5% de modificador orgânico em 4
minutos, mantendo-se em regime isocrático por mais 2 minutos. A resolução foi superior a 2,0
e a eficiência da separação atingiu mais de 30.000 pratos. A validação do método seguiu a RDC
166/2017 da ANVISA, atingindo linearidade adequada (r ≥ 0,990), exatidão e precisão dentro
dos limites aceitáveis (recuperação de 95–105% e coeficiente de variação máximo de 5,4%). O
método foi aplicado a medicamentos comerciais, fornecendo resultados de teor dentro da faixa
esperada. Outro enfoque, baseado na separação matemática de sinais de compostos coeluí-
dos, utilizando o método resolução multivariada de curvas (MCR-ALS) foi avaliado e discutido
neste trabalho. Este método pode ser utilizado quando a separação na coluna cromatográfica
não é alcançada.
ABSTRACT
The interest in Supercritical Fluid Chromatography (SFC) was renewed less than one de-
cade ago by the development of innovative and robust instrumentation that provided to this
technique greater repeatability and reliability of the results, giving rise to the ultra high perfor-
mance supercritical fluid chromatography (UHPSFC). UHPSFC is a technique in exploration as
a green alternative to the currently separation techniques, aiming at reducing the consumption
of toxic solvents and converging the analysis capabilities of both liquid (reversed and normal-
phases) and gas chromatography. This work aimed at the development of a single method
using UHPSFC for eight cholesterol-lowering drugs, a trend in analytical laboratories called
multiproduct analysis. This approach, associated with the UHPSFC technique, searches for
environmentally-friend, efficient and fast results. As the first step, a screening was carried out
to select the most promising conditions of stationary phase (SP), organic modifier (cosolvent) in
mobile phase (MP), diluent for sample injection and starting modifier content. In this step, the
following parameters were kept constant: flow rate of MP (1.50 mL min-1), pressure (1500 psi),
temperature (40 ◦C) and linear gradient elution (6% modifier min-1). Acquisition of data was
obtained in 240 nm using a photodiode array (PDA) detector. The selected conditions were: To-
rus 1-AA column, CO2:(EtOH:H2O 95:5 (v/v)) as MP, ACN:EtOH 3:2 (v/v) as diluent and 5%
as the starting amount of the modifier content. In a second step, a Central Composite design was
performed to evaluate the critical parameters pressure, temperature and final modifier content
in the linear gradient with 2 factorial levels, 2 axial levels and 5 replicates of the center points.
The influence of those parameters on chromatographic responses for all compounds (retention
factor, separation factor, resolution, asymmetry factor, number of plates) was assessed based on
interaction properties of solute-SP and solute-MP. The optimal condition was chosen and then
the flow rate of the MP was changed to achieve a baseline separation for all the analytes. The
Design Space, i.e., the robust region that remains unaffected by changes in the experimental
conditions was achieved based on the separation factors. The optimized conditions were: flow
rate: 1.80 mL min-1, pressure: 2150 psi, temperature: 42 ◦C and elution: gradient from 5% to
15.5% in organic modifier content for 4 minutes, plus 2 minutes in isocratic elution. Resolu-
tion was greater than 2.0 and the efficiency achieved more than 30,000 plates. Validation was
performed accordingly to ANVISA guideline RDC 166/2017, achieving adequate linearity (r >
0.990), accuracy and precision within the acceptable limits (95 – 105% of recovery and RSD not
higher than 5.4%). The developed method was applied to commercial products, providing as-
say results within the expected ranges. Another approach, based on mathematical separation of
co-eluted peaks by multivariate curve resolution alternating least squares (MCR-ALS) was eva-
luated and was discussed in this work. This method can be applied when the chromatographic
separation of compounds in the column cannot be achieved.
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1 Introdução
1.1 Dislipidemia – Panorama geral e profilaxias
Um estudo recente promovido pela Organização Mundial da Saúde (WHO, do inglês World
Health Organization) destacou que doenças cardiovasculares têm sido as principais causas de
morte no mundo. Em 2016, do total de 56,9 milhões de mortes no mundo, 15,2 milhões foram
decorrentes de doenças isquêmicas ou infarto (cerca de 27%).1 Nesse mesmo estudo, a pesquisa
classificou as causas de morte em grupos baseados na renda de países. O resultado mostrou que
as doenças cardiovasculares são predominantes em países de rendas maiores. De fato, no grupo
de países de baixa renda, as doenças isquêmicas do coração aparecem apenas como a terceira
causa de morte, atrás de infecções respiratórias e doenças diarreicas, associadas à infraestrutura
precária. A WHO destaca a importância de se levantar esses dados estatísticos para que o foco
das ações em políticas públicas seja orientado no sentido de que as autoridades melhorem o
sistema de saúde.
Atribui-se a esses dados o estilo de vida não saudável em países mais desenvolvidos, que de-
corre da modernização do trabalho, no qual o stress, a alimentação inadequada e a baixa adesão
às práticas físicas são comuns. Isso gera desordem no organismo, como o excesso de lipídeos
que ocasiona um distúrbio conhecido como dislipidemia.2 Em termos biológicos, os lipídeos
mais importantes são os fosfolipídeos, o colesterol, os triglicerídeos e os ácidos graxos, com as
mais diversas funções fisiológicas. Entre esses, os triglicerídeos e o colesterol são os principais
alvos clínicos para controlar as doenças cardiovasculares, uma vez que a presença em excesso
desses lipídeos no sangue é associada à formação da placa aterosclerótica. O quadro clínico
conhecido como aterosclerose é uma inflamação crônica multifatorial que pode ser agravada
por tabagismo e hipertensão arterial, além dos níveis elevados de lipídeos. Como as doenças
cardiovasculares são decorrentes principalmente da formação das placas, o controle da resposta
inflamatória é um objetivo em destaque nos principais guias de cardiologia do mundo. A me-
dida primária recomendada pelos guias de saúde é a modificação do estilo de vida, passando
por uma dieta mais equilibrada e uma maior frequência de atividades físicas, para controlar os
níveis de triglicerídeos e lipídeos.2, 3
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Entretanto, quando a medida primária não fornece respostas efetivas, a medida seguinte é
realizar intervenção medicamentosa. Atualmente, existem diversas medicações com foco no
controle dos lipídeos, como sequestradores de ácidos biliares, fibratos e niacinas. Entretanto,
quando se trata de dislipidemia, em especial da hipercolesterolemia (excesso de colesterol), os
fármacos da classe das estatinas são os mais empregados. As estatinas agem como inibidor
da enzima hidroximetilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoAr), em uma etapa determinante
da síntese de colesterol. Porém, o tratamento com uma estatina pode se mostrar insuficiente,
optando-se por adicionar à terapia um fármaco de ações complementares, a ezetimiba.2, 3 Para
entender melhor a importância desses medicamentos no âmbito farmacêutico, as seções seguin-
tes apresentarão uma breve discussão bioquímica dos seus mecanismos.
1.1.1 Estatinas
A descoberta das primeiras estatinas no fim dos anos 1970, a compactina (mevastatina) e a
lovastatina, foi um marco histórico no combate à redução de colesterol e, consequentemente,
a eventos cardiovasculares associados. Embora a mevastatina tenha sido retirada de circula-
ção por efeitos toxicológicos não explicados, e quase levado a lovastatina ao mesmo destino,
ensaios clínicos posteriores fizeram com que a lovastatina se estabelecesse no mercado. Pos-
teriormente, derivados semi-sintéticos da mevastatina e da lovastatina (pravastatina e sinvas-
tatina, respectivamente) foram aprovados. Em um curto espaço de tempo, outras estatinas de
natureza completamente sintética foram aprovadas para uso como medicamentos: fluvastatina,
atorvastatina, cerivastatina, rosuvastatina e pitavastatina.4 As estruturas químicas das estatinas
disponíveis comercialmente estão apresentadas na Figura 1. Mevastatina e cerivastatina não são
mais empregadas atualmente.
As estatinas atuam como inibidores da ação enzimática da HMG-CoAr, que converte a
HMG-CoA no mevalonato (precursor do colesterol). Essa conversão é a etapa lenta da bios-
síntese do colesterol, o que permite aos fármacos agirem de forma mais eficaz na inibição. A
Figura 2 resume o processo de biossíntese do colesterol, que ocorre principalmente nas células
do fígado (hepatócitos). A acetil-CoA, importante molécula no metabolismo celular, é con-
vertida à HMG-CoA por ação enzimática que, por sua vez, é convertida ao mevalonato pela
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Figura 1: Estruturas químicas das estatinas
HMG-CoAr. Em seguida, o processo segue por vários etapas mais rápidas até chegar ao coles-
terol. A ação das estatinas é focada na etapa destacada pelo retângulo tracejado em vermelho,
onde o substrato HMG-CoA (S) se liga aos sítios ativos da enzima HMG-CoAr (E) formando
o complexo enzima-substrato (ES). Reações químicas permitem a formação do produto me-
valonato (P) e a liberação de mais enzima para dar prosseguimento às conversões. A estatina
age como inibidora (In) ao competir pelos sítios da HMG-CoAr, bloqueando-os total (EIn) ou
parcialmente (ESIn), como destaca o equilíbrio químico esquemático apontado na Figura 2.
Figura 2: Rota biossíntetica do colesterol, com destaque à etapa lenta e ao equilíbrio de inibição
competitiva envolvendo a estatina, que impede a formação do precursor mevalonato (P)
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Estudos apontaram que a simples redução da síntese intracelular de colesterol não era o
principal motivo para a redução dos níveis circulantes no sangue, transportados pela lipopro-
teína de baixa densidade (LDL-C, do inglês Low Density Lipoprotein-Cholesterol). De fato, a
redução da síntese de colesterol mediada pela terapia com estatinas causa uma diminuição dos
seus níveis de armazenamento. Para reequilibrar, as células aumentam a quantidade de recepto-
res de LDL (LDL-R, de LDL-Receptors) nas membranas celulares. O maior número de LDL-R
estimula a captação de LDL-C do sangue, de forma que o colesterol transportado pelo LDL é
rearmazenado nos hepatócitos. A Figura 3 ilustra esse mecanismo, que resulta na diminuição
do colesterol circulante e consequente redução dos danos causados por ele às artérias.
Figura 3: Mecanismo de redução do colesterol pela terapia com estatinas
As estatinas são classificadas de acordo com sua potência em relação à quantidade de LDL-
C reduzido no sangue. Os guias da área consideram a atorvastatina e a rosuvastatina como
estatinas de alta intensidade (redução de LDL-C maior que 50%) em doses a partir de 40 mg
e 20 mg, respectivamente. Sinvstatina e pitavastatina são classificadas como de intensidade
intermediária (redução de LDL-C entre 30 e 50%) e as demais são, dependendo da dose, clas-
sificadas como de baixa intensidade (redução de LDL-C inferior a 30%).2, 5 Essa classificação
está relacionada ao tempo de meia-vida e ao metabolismo das estatinas: quanto maior o tempo
de circulação, mais intenso é o efeito da estatina. Por exemplo, a rosuvastatina tem um tempo
de meia-vida de mais de 20 horas, enquanto uma mesma dose de fluvastatina tem pouco mais
de 2 horas.6 O metabolismo é outro fator importante para a atividade desse grupo de fármacos,
uma vez que metabólitos podem ser ativos ou não. A família citocromo P450 (CYP) realiza
a maior parte do metabolismo de estatinas, sendo as principais isoenzimas a CYP3A4 (ATV,
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LOV e SNV) e a CYP2C9 (FLV, RSV) – PRV e PTV não são metabolizadas, circulando majo-
ritariamente em sua forma inalterada.2, 6–8
As estatinas assemelham-se pela cadeia carbônica contendo um grupo ácido carboxílico
e grupos hidroxilas nas posições C3 e C5. Essa porção das moléculas tem um arranjo que as
tornam análogas ao HMG-CoA e, consequentemente, seletivas ao sítio da enzima, o que permite
a atividade inibidora desses fármacos. A SNV e a LOV, por outro lado, são administradas
na forma de lactona (condensação de um grupo ácido carboxílico e um grupo hidroxila na
mesma molécula, formando um éster cíclico). Essa forma é inativa e, quando chega ao fígado,
é imediatamente hidrolisada à sua forma ativa, de cadeia aberta. Moléculas nessa condição
são conhecidas como pró-fármacos. As demais estatinas são administradas na forma de sal (de
sódio ou de cálcio) por serem mais estáveis e em meio ácido logo se tornam ativas. Portanto, a
principal diferença entre as estatinas – e o que determinará suas propriedades bioquímicas – é
a estrutura ligada à cadeia do ácido carboxílico. Relata-se que o grupo ciclopropil da PTV, por
exemplo, é responsável por fazer que a molécula circule inalterada no organismo, sem sofrer
metabolismo nos citocromos.7
O sucesso terapêutico da administração de estatinas é devido em grande parte aos seus ra-
ros efeitos colaterais. Entretanto, eles existem e configuram um alvo de estudo para que se
decida se o paciente deve ou não continuar com a terapia. A principal reclamação é a respeito
de dores musculares, quadro clínico conhecido como mialgia, que incide em 10 a 20 casos
por 10.000 pacientes sob terapia e é solucionado logo após a interrupção do tratamento com
estatina.9 O quadro de mialgia pode evoluir de uma dor muscular local para uma severa rabdo-
miólise, levando a uma falha renal, entre outros quadros músculo-esqueléticos. A cerivastatina,
comercializada a partir de 1998, foi retirada do mercado em 2001 por estar associada a riscos
maiores de rabdomiólise.4 Outros efeitos adversos relatados ao uso de estatinas referem-se ao
risco aumentado de diabetes mellitus e de infarto hemorrágico. Contudo, os efeitos benéficos
em reduzir os níveis sanguíneos de LDL-C e a redução na incidência de infartos isquêmicos
e demais doenças cardiovasculares superam os riscos dos efeitos colaterais e tornam a terapia
com estatinas a mais empregada no mundo.
O paciente pode não responder adequadamente aos efeitos da estatina: ou os níveis de
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colesterol não reduzem significativamente ou a intolerância devido à incidência de mialgia é
significativa. No primeiro caso, uma dose maior ou uma estatina mais potente é aplicada (RSV
ou ATV). No segundo, a dose é reduzida ou a estatina é substituída por uma menos potente.
O primeiro caso é mais comum, mas o tratamento costuma iniciar-se com as estatinas mais
potentes, e o aumento da dose está associado ao aumento dos casos de mialgia. Nessa situação,
os guias recomendam a associação da estatina com um segundo fármaco redutor de colesterol,
a ezetimiba, visando controlar os níveis de LDL-C através de mecanismos complementares.
1.1.2 Ezetimiba
É o principal fármaco para tratamento de hipercolesterolemia não pertencente à classe das
estatinas. A ezetimiba (EZT) (Figura 4) tem eficácia apontada por vários estudos que mostram
efeitos positivos na associação com as estatinas para reduzir o colesterol sanguíneo.2, 3 O coles-
terol proveniente de uma dieta rica em gordura chega ao intestino delgado, onde é emulsificado
em partículas menores pela ação da bile liberada pela vesícula biliar. As partículas emulsifica-
das são absorvidas pelos enterócitos (células do intestino), onde há proteínas conhecidas como
Niemann-Pick C1-Tipo 1 (NPC1L1), responsáveis pela absorção do colesterol emulsificado que
leva-o até a corrente sanguínea, captado pela LDL.
Figura 4: Estrutura química da ezetimiba
O mecanismo de ação da EZT é baseado na inibição dos receptores da proteína NPC1L1.
Assim, quando combinado com a redução da síntese hepática causada pelas estatinas, a poten-
cial queda nos níveis de LDL-C é mais acentuada.3 Portanto, níveis adequados de LDL-C no
sangue (< 190 mg/dL) são atingidos com uma dose menor de estatina.3 Devido a esse papel sig-
nificativo no combate às doenças cardiovasculares, proporcionando melhor qualidade de vida
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à população, tanto as estatinas quanto a ezetimiba são produtos importantes na indústria far-
macêutica. O Lipitorr, nome comercial da ATV vendida pela Pfizer, foi o medicamento mais
vendido da história até 2012, quando sua patente caiu. Os tópicos seguintes focarão em descre-
ver os principais meios de determinação e quantificação dos fármacos redutores de colesterol
no ramo farmacêutico.
1.2 A cromatografia na análise dos fármacos
No âmbito da indústria farmacêutica, o monitoramento do produto acabado é imprescindí-
vel. O interesse por métodos rápidos, que permitam extrair, identificar, quantificar os medica-
mentos e avaliar suas estabilidades é crescente e demanda um alto investimento no setor. A
etapa que é responsável pela garantia de que o produto final chegue ao consumidor em confor-
midade com as especificações é realizada por laboratórios de controle de qualidade. Mas, antes
de chegar ao controle de qualidade, é necessário que se desenvolva um método analítico para o
fármaco de interesse e, em seguida, que este método seja validado conforme os guias da área.
Devido à relevância terapêutica no combate à redução do colesterol e às doenças cardiovas-
culares, os fármacos da classe das estatinas e a ezetimiba têm recebido destaques em trabalhos
acadêmicos em que métodos para suas análises são propostos. Esses incluem quantificação
do teor em medicamentos, métodos que detectam produtos de degradação, e os que tratam
de matrizes complexas, como as biológicas.10–14 Independente do objetivo do método, a téc-
nica mais utilizada atualmente é a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência em Fase Reversa
(RP-HPLC, do inglês Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography), utilizando
colunas com cadeias octil (C8) ou octadecil (C18) ligadas ao suporte de sílica, com fase móvel
composta por acetonitrila (ACN) ou metanol (MeOH) como modificadores orgânicos, e fase
aquosa frequentemente na presença de um aditivo ácido ou tamponada. O detector por fotoar-
ranjo de diodos (PDA, do inglês photodiode array) é o mais empregado para determinar teores
em medicamentos por seu baixo custo relativo e maior simplicidade de operação, enquanto de-
tecção por espectrometria de massas (MS, do inglês Mass Spectrometry) é a mais empregada
para determinação de fármacos em matrizes biológicas e identificar metabólitos ou produtos de
degradação.14
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Em relação aos aspectos físico-químicos da separação cromatográfica no modo líquido, co-
lunas recheadas com uma fase química ligada a um suporte poroso são geralmente utilizadas,
sendo as fases estacionárias (FE) C8 e C18 as mais usadas, no caso das estatinas. Como exis-
tem fármacos das mais diversas polaridades, a força eluotrópica da fase móvel (FM) é ajustada
para obter a melhor separação entre os analitos pela mistura de uma fase aquosa com uma fase
orgânica. Além disso, muitos fármacos apresentam dependência das condições de pH (são io-
nizáveis), o qual também precisa ser ajustado para tornar o analito não-iônico e melhorar sua
interação com a FE. Essa dependência pode ser avaliada e corrigida através do conhecimento
da constante de acidez medida em termos de pKa – valores baixos requerem um meio ácido na
fase aquosa, enquanto valores altos podem necessitar de um meio mais alcalino. Outro aspecto
importante na análise de fármacos é a solubilidade relativa dos compostos em fase aquosa e
orgânica, definida como o coeficiente de partição calculado em escala logarítmica (logP). Esses
parâmetros são muito importantes devido aos mecanismos que regem a separação na RP-HPLC:
adsorção (líquido-sólido) e partição (líquido-líquido) e, no caso das estatinas e da ezetimiba,
não é diferente. A Tabela 1 apresenta um resumo das principais características das molécu-
las estudadas neste trabalho. Esses dados foram obtidos através do freeware Chemicalize, da
ChemAxon.
Tabela 1: Propriedades físico-químicas dos fármacos estudados
Fármaco
Massa molar
(g mol-1)
pKa logP
No
doadores
de H
No
receptores
de H
No anéis
aromáticos
Sinvastatina 418,57 14,91 4,46 1 3 0
Lovastatina 404,55 14,91 3,90 1 3 0
Ezetimiba 409,43 9,48 4,56 2 3 3
Fluvastatina 411,47 4,54 3,83 3 4 3
Rosuvastatina 481,54 4,00 1,92 3 8 2
Pitavastatina 421,47 4,13 2,92 3 5 3
Pravastatina 424,53 4,21 1,65 4 6 0
Atorvastatina 558,65 4,31 5,39 4 5 4
Os mecanismos de retenção por adsorção e por partição foram discutidos por Vailaya e
Horváth em um trabalho de revisão do ponto de vista termodinâmico.15 Entende-se do primeiro
a competição dos sítios ativos da FE pelas moléculas do soluto e da FM, de forma que, em RP-
HPLC, moléculas não-iônicas polarizáveis podem interagir mais com a fase ligada pouco polar,
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mas polarizável. Como consequência, elas são mais retidas. Moléculas iônicas, por sua vez,
são mais solúveis no ambiente polar da FM e são eluídas mais rapidamente. Por isso, o controle
do pH nesta técnica deve ser considerado como um fator crítico. No mecanismo de partição,
a solubilidade do analito na FM tem um papel importante, pois a cadeia alquílica alifática (C8
ou C18) envolve as moléculas como um filme líquido, enquanto a FM as carrega ao longo da
coluna. Os analitos menos polares (com maior logP) ficarão mais retidos no filme formado
pela fase ligada, em um equilíbrio de partição. Os analitos com menores valores de logP serão
mais solúveis na FM e, portanto, eluirão mais rápido. Entre esses dois mecanismos de retenção
propostos, acredita-se que o de partição é o dominante na RP-HPLC.16, 17
Embora a prática da RP-HPLC esteja bem estabelecida, ela mostrou ser vulnerável quando
o mundo da cromatografia enfrentou a crise no fornecimento de acetonitrila ao longo de 2008,
em função da crise financeira deste ano.18, 19 Esse período renovou o interesse em técnicas alter-
nativas para redução do consumo de solventes e acelerou o desenvolvimento de instrumentação
adequada que tornasse a cromatografia com fluido supercrítico (SFC, do inglês Supercritical
Fluid Chromatography) uma técnica viável em laboratórios de análise.20 Esse desenvolvimento
pegou carona no sucesso da cromatografia líquida de ultra alta eficiência (UHPLC, do inglês
Ultra High Performance Liquid Chromatography), lançada em 2004 e que ofereceu às análi-
ses cromatográficas maior eficiência, com tempo de análise reduzido graças à diminuição do
tamanho de partículas e, consequentemente, diminuição do comprimento das colunas.21, 22 En-
tretanto, foi necessário desenvolver uma bomba de alta pressão para fornecer a vazão adequada
para as análises. Hoje em dia, os equipamentos suportam pressões acima de 15.000 psi, ou
1000 bar, para instrumentos de UHPLC. Por fim, isso resultou em uma redução no consumo de
solvente e tem se tornado uma técnica mais promissora em indústrias farmacêuticas, apesar da
resistência inicial por parte dos adeptos da HPLC.
Nesse contexto de busca por técnicas mais rápidas e com menor impacto ambiental, a SFC
progrediu para a técnica mais robusta Ultra High Performance Supercritical Fluid Chroma-
tography (UHPSFC), com características instrumentais semelhantes à UHPLC (diâmetros de
partículas e comprimento de coluna menores, bomba de alta pressão robusta). A diferença foi a
necessidade de se acoplar à extremidade do equipamento um regulador de pressão de retorno au-
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tomatizado (ABPR, do inglês automated backpressure regulator) para balancear as altas quedas
de pressão causadas por um fluido supercrítico.23, 24 Além disso, colunas foram desenvolvidas
especialmente para a UHPSFC, como a linha Acquityr da Waters, utilizadas neste trabalho.
Diferente do UHPLC, a pressão máxima sustentada pelo sistema é de apenas 6000 psi, ou 400
bar, o que torna uma grande limitação da técnica.25
Nos tópicos seguintes serão discutidos em detalhes mais fundamentos dessa técnica, lançada
em 2012 e, portanto, relativamente nova no mundo inteiro. No Brasil, o grupo de pesquisa
LabFarQui foi o primeiro a iniciar os trabalhos com UHPSFC para fins analíticos como análise
de pesticidas,26 de produtos naturais27 e de vitaminas.28 Serão abordados desde um histórico
da evolução da técnica, passando por conceitos físico-químicos do fluido supercrítico levaram
o CO2 ser tomado para o constituinte principal da FM. Por fim, uma descrição das propriedades
do UHPSFC será dada, com um paralelo de suas características instrumentais em relação aos
modos de cromatografia líquida.
1.3 Propriedades da cromatografia com fluido supercrítico de ultra alta
eficiência – UHPSFC
1.3.1 Breve histórico
Os promissores trabalhos realizados com os estados líquido e gasoso até a década de 1950
levaram a rápidos avanços no desenvolvimento das cromatografias líquida e gasosa, respecti-
vamente. Entre esses trabalhos, houve muitas tentativas em utilizar líquido a alta temperatura
para redução da viscosidade ou em utilizar gás a alta pressão para aumento da capacidade de
análise de espécies menos voláteis. Este último em especial foi importante para os primeiros re-
latos de uma nova técnica cromatográfica, descrita por Klasper e colaboradores em 1962 como
cromatografia com fluido supercrítico, ou SFC.19, 29, 30 Uma grande vantagem atribuída à SFC
frente à GC foi a capacidade de separar compostos termicamente instáveis, além de compostos
de alta massa molar. Nessa época, a técnica operava com colunas recheadas, mas enfrentava
problemas para atingir um bom desempenho em função da queda de pressão experimentada.
Assim, Novotny et al.31 desenvolveram a SFC capilar, em tubo aberto, para contornar o efeito
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da queda de pressão sobre a eficiência. Na década de 80, esta foi a principal modalidade de SFC
para análise de compostos apolares menos voláteis do que a técnica de GC requisitava, mas foi
suprimida pelo sucesso do surgimento da HPLC na mesma época.29
Apenas na década de 90 a capacidade analítica da SFC foi reconhecida, sobretudo após
o desenvolvimento de fases estacionárias quirais. A separação quiral se tornou, desde então, o
principal nicho de atuação da SFC, sobretudo na indústria farmacêutica, seja em escala analítica
ou preparativa.19, 29, 32, 33 A vantagem, além da redução no consumo de solvente, é a rápida eva-
poração do CO2 após despressurização, resultando em um resíduo livre de solvente. Nos anos
2000, intensificou-se os trabalhos com a SFC, cujo número de publicações saltou de 500/ano
para 800/ano, em média.29 Neste período, um intenso estudo sobre as fases estacionárias da
técnica SFC foi realizado por West e Lesellier.34–38
Enquanto isso, ainda em meados dos anos 90, o grupo de Olesik empregou uma mistura
líquida de CO2 com solvente típico de RP-HPLC (metanol/água)39 e de cromatografia líquida
de alta eficiência de fase normal (NP-HPLC, do inglês Normal-Phase High Performance Liquid
Chromatography) como o n-hexano.40 Essa mistura resultou em maiores valores de eficiências
e menor tempo de análise em função da redução da viscosidade e diminuição da queda de
pressão, a qual foi nomeada de cromatografia líquida de fluidez realçada (EFLC, do inglês
Enhanced Fluidity Liquid Chromatography).30, 39, 40 Estimou-se que a composição líquida da
FM na EFLC poderia conter até 50% de CO2, sem perda da simetria dos picos.40 Quase duas
décadas depois, o grupo de Bamba41 foi além e empregou, em uma única corrida, os modos SFC
e HPLC, separando vitaminas lipossolúveis e hidrossolúveis variando a composição da fase
móvel de 100% CO2 supercrítico para 100% de líquido (metanol:água 95:5 (v/v)), passando
pelo modo da EFLC.
Todos esses trabalhos citados, mais as centenas publicadas ao longo da última década, além
da busca por técnicas mais verdes, estimularam fabricantes de equipamentos cromatográficos,
como Waters, Agilent, Thermo e Shimadzu, a desenvolverem suas versões modernas de SFC.
Em especial a primeira, que lançou o primeiro equipamento dedicado à UHPSFC denominado
de Ultra Perfomance Convergence Chromatography (UPC2 TM), nome que faz alusão à con-
vergência sonhada entre os diferentes modos cromatográficos, HPLC e GC. De fato, com base
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nas condições cromatográficas (FE, FM, densidade do fluido), a UHPSFC pode resolver desde
hidrocarbonetos alifáticos até pequenos peptídeos.42 Essas características estão ligadas às pro-
priedades de um fluído supercrítico e sua incrível versatilidade. Portanto, antes de discorrer
mais sobre a UHPSFC, uma visão do ponto de vista físico-químico será dada sobre o fluido
supercrítico.
1.3.2 O fluido supercrítico
A matéria é conhecida tradicionalmente por apresentar três estados: sólido, líquido e ga-
soso. Nas condições normais da Terra, encontram-se substâncias químicas em cada um desses
estados. Ainda, dentro deles podem haver outros estados da matéria, dependendo das condições
de pressão e temperatura: o estado sólido da água, por exemplo, contém pelo menos oito estados
distintos. Quando dois destes estados coexistem, diz-se que estão em equilíbrio e representa-os
graficamente por uma "curva de equilíbrio". O que diferencia um estado de outro, além da tem-
peratura e pressão, é a forma como as moléculas da espécie química se arranjam. A curva entre
os estados líquido e gasoso é descrita frequentemente pela Equação de Clausius-Clayperon,
que se estende desde o ponto triplo (quando os estados sólido, líquido e gasoso coexistem) até o
ponto crítico. Para o CO2, por exemplo, o ponto crítico é atingido na condição de temperatura e
pressão de 31 ◦C e 74 bar, respectivamente (Figura 5). Em temperaturas abaixo do ponto crítico,
ainda existe um fluido subcrítico, condição na qual o fluido está muito pressurizado, denso, com
propriedades distintas. Para entender do que se trata esse ponto crítico e as condições supercrí-
tica e subcrítica, serão discutidas brevemente as propriedades de um gás e esses conceitos serão
retomadas adiante.
Um sistema gasoso, considerado ideal, é descrito pela Equação 1 que estabelece que o pro-
duto da pressão (P) pelo volume (V) é proporcional à quantidade de matéria (n) e à temperatura
(T) do sistema, dada a constante de proporcionalidade dos gases (R). Essa equação é aplicá-
vel em sistemas a pressões baixas e temperaturas elevadas, nas quais se garante às moléculas
mínima interações entre elas, requisito para a condição de idealidade.
PV = nRT (1)
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Figura 5: Diagrama de fase para o CO2 mostrando os principais estados da matéria e regiões
importantes em função da temperatura e pressão do sistema. Baseado em Lesellier e West24 e
Saito29.
Em um sistema fechado (n constante), cada isoterma (T constante) é uma função hiperbó-
lica onde P é inversamente proporcional a V (P ∝ 1
V
). Isso implicaria que em pressões muito
elevadas, isto é, em um sistema altamente comprimido, o volume do gás tenderia a zero. En-
tretanto, sabe-se que ao comprimir um gás, ele se liquefaz – o estado líquido é muito menos
compressível do que o estado gasoso e a Equação 1 deixa de ter validade. Porém, em tempera-
turas mais elevadas, o gás não se liquefaz e a hipérbole é mantida a partir de um ponto que foi
denominado ponto crítico. Muitas outras equações de estado foram propostas para corrigir esse
defeito na equação do gás ideal e aproximar do comportamento real, e a Equação de van der
Waals (Equação 2) se tornou a mais famosa nos meios didáticos por sua maior simplicidade.43
P =
RT
V m − b −
a
V m2
(2)
Onde Vm é o volume molar (
V
n
), a e b são constantes e dependem da natureza do gás e estão
relacionadas às forças de interação e de repulsão entre as moléculas, respectivamente. A partir
da Equação 2, foram obtidas expressões para determinar os pontos de pressão e temperatura
críticos em função de a e b (Equação 3).
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Tc =
8a
27Rb
Pc =
a
27b2
(3)
Uma curiosidade sobre o ponto crítico é que, ao contrário do que se imagina, ele não repre-
senta a transição para uma nova fase termodinâmica. Na verdade, ele é uma extensão da curva
de equilíbrio líquido-gás, em elevadas temperatura e pressão, porém sem haver mais distinção
de fases. Durante o equilíbrio entre dois estados, é possível distingui-los, como a água líquida
na superfície do gelo durante a fusão ou a efervescência de bolhas em uma água em ebulição –
sempre há uma espécie de interface que separa um estado do outro. Ao atingir o ponto crítico,
entretanto, essa interface deixa de existir e o que se obtém é uma fase contínua com uma mistura
das propriedades do gás e do líquido, como ilustra o esquema mostrado na Figura 6.
Figura 6: Ilustração representativa da curva equilíbrio gás-líquido, com características distintas
de cada estado. Em altas temperatura e pressão, a fase é contínua, sem distinção dos estados ao
atingir o ponto crítico.
Essa fase contínua, conhecida como fluido supercrítico, é atingida quando a densidade do
gás aumenta, enquanto a do líquido diminui, facilitando a mistura dos estados em uma só fase.
Entretanto, o fluido supercrítico não coexiste com nenhum outro estado – ou está "supercrí-
tico"ou, abaixo do ponto crítico, está no equilíbrio líquido-gás (subcrítico). Essa é a justifica-
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tiva para explicar que não se trata de um estado da matéria, mas uma condição na qual dois
estados se convergem para um fase única.42, 44 Portanto, daqui em diante, o fluido supercrítico
será tratado como uma "condição supercrítica". Outro ponto apontado por estudiosos do fluido
supercrítico é que, diferentemente do que se habitua dizer sobre as vantagens do fluido como
uma mistura do alto poder de solvatação de um líquido e baixa viscosidade de um gás, essas
propriedades não são atingidas simultaneamente. Para isso, a densidade do fluido supercrítico
deve ser modificada para sintonizar a condição para a aplicação pretendida.25, 42
Muitos estudos sobre fluidos supercríticos foram realizados desde sua descoberta no século
XIX e utilizaram-se várias espécies químicas como constituinte majoritário de fase móvel na
SFC, tais como água, amônia, óxido nitroso, hidrocarbonetos leves e o dióxido de carbono.
Entre todas essas substâncias, o CO2 é até hoje o mais usado por muitas vantagens: condições
brandas para atingir o ponto crítico (31 ◦C, 74 bar), enquanto a água, por exemplo, atinge essa
condição em 374 ◦C e 218 bar; menor toxicidade (a amônia é um composto tóxico); não é in-
flamável, como são os hidrocarbonetos, que se tornam mais perigosos em condições extremas;
pouco reativo, diferente do óxido nitroso, altamente oxidante. Além disso, o CO2 é uma subs-
tância relativamente barata, subproduto de muitos processos industriais, logo, reciclável. Todas
essas características o tornam um "solvente verde"45 e fonte para estudos no campo da croma-
tografia como principal candidato para substituir solventes tóxicos e ainda bastante empregados
como acetonitrila e metanol.20, 23, 46
1.3.3 Instrumentação analítica
Os avanços recentes na instrumentação de equipamentos cromatográficos permitiu atingir
as condições ideais para o bombeamento do fluido supercrítico. Antes do lançamento de um
modelo dedicado exclusivamente à técnica de UHPSFC, alguns cromatógrafos a líquido foram
adaptados para incluir o dióxido de carbono supercrítico (scCO2). Em seguida, modelos foram
lançados nos quais o scCO2 opera como principal componente da FM. A Figura 7 mostra um
perfil esquemática dos compartimentos de um cromatógrafo com fluido supercrítico de ultra alta
eficiência. Em comparação, modelos de UHPLC são muito parecidos, mas a bomba de mistura
binária (ou, em alguns aparelhos, de mistura quaternária) não possui adaptação para scCO2,
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nem o regulador de pressão, após a cela de detecção. O tamanho das partículas menores que
2,0 µm é a principal característica semelhante entre os dois, que as caracterizam como técnicas
de ultra alta eficiência.
Figura 7: Ilustração esquemática do funcionamento de um equipamento de UHPSFC
Bomba de mistura binária
A mistura de CO2 pressurizado com o cossolvente deve ser feita no estado líquido. O
resfriador (cooler) acoplado ao longo da bomba de CO2 é responsável por mantê-lo no estado
líquido (em altas pressões e baixa temperatura). Em seguida, caso o método cromatográfico
empregue um cossolvente, este é adicionado ao CO2 líquido, com controle da proporção que
foi programada. Por isso, existem duas bombas no UHPSFC: para o CO2 e para o solvente
orgânico, cada uma com um conjunto de pistões que operam de forma assíncrona.47 Um sistema
de medição controla as pressões de saída e entrada do fluido pressurizado e as temperaturas para
resfriamento nos cabeçotes das bombas.
Em geral, os solventes orgânicos usados em HPLC também podem ser empregados como
cossolvente em UHPSFC. Entretanto, os mais usados são metanol (MeOH), etanol (EtOH),
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isopropanol (i-PrOH) e acetonitrila (ACN), em proporções que tipicamente variam de 5% até
40%.24, 47 Em um trabalho de revisão conduzido por West,25 o cossolvente, ou modificador or-
gânico, mais usado em pesquisas feitas entre 2014 e 2018 foi o MeOH, tanto para cromatografia
aquiral quanto quiral. O i-PrOH é o único modificador orgânico mais utilizado para separações
quirais do que para as aquirais, sendo inclusive quase tão usado quanto MeOH. Em relação à
ACN, seu uso é mais comum em separações aquirais empregando-a em mistura com um álcool.
As fases móveis empregando fluido supercrítico podem conter aditivos para melhorar o for-
mato dos picos. Os mais comuns, segundo a revisão de West,25 são o ácido fórmico, formato
de amônio, hidróxido de amônio e água. Note que a água em UHPSFC é usada como adi-
tivo, não como componente da FM (cossolvente), pois há uma pobre miscibilidade com scCO2.
Contudo, mais de 50% das separações, seja quiral ou aquiral, são realizadas sem a presença de
aditivos. Isso está relacionado ao bom desempenho das colunas projetadas para as separações
nesse modo cromatográfico e ao número reduzido de interações do tipo dipolo, uma vez que
o scCO2 é o componente predominante. Porém, para o caso em que uma quantidade acima de
10% de modificador orgânico é usada e essas interações passam a exibir mais efeito na retenção,
fabricantes de colunas comercializam fases estacionárias projetadas para evitar o uso de aditivo
tanto quanto for possível, como será mostrado ao longo do estudo.
Sistema de convergência
A mistura líquida e pressurizada é aquecida até atingir a condição supercrítica. Esse com-
partimento "converge"o CO2 inicialmente gasoso e o modificador orgânico líquido para uma só
fase, a qual segue no sistema recebendo a amostra injetada, passando pela coluna e pelo detec-
tor, e depois se expande à pressão atmosférica. A maior parte da fase móvel (CO2) é evaporada
e uma quantidade pequena do modificador orgânico é coletada no descarte.
Sistema de injeção
Como todo sistema moderno, a injeção é feita de modo automático, minimizado erros de
repetibilidade, através de auto-amostradores. Em UHPSFC, uma atenção especial deve ser dada
ao tipo de solvente para injetar as amostras. Os solventes de injeção tipicamente empregados
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são polares, como o metanol ou acetonitrila, em particular em análises farmacêuticas. No modo
líquido (HPLC, UHPLC), esses solventes também estão presentes na FM e facilita a solubili-
dade. Por outro lado, em UHPSFC a composição é rica em scCO2, que tem polaridade compa-
rada à do n-hexano. No início da eluição, quando realizada em modo gradiente, a quantidade
de modificador orgânico pode ser menor que 5% e diferenças de solubilidade do analito entre
o solvente de injeção e a FM pode provocar alargamento de picos. Além disso, o solvente de
injeção pode competir com o analito pelos sítios ativos da FE, provocando perda na eficiência
da separação. Por isso, volumes de injeção em UHPSFC costumam ser menores do que aqueles
em cromatografia líquida47, 48 Outra sugestão é usar solventes apolares para injetar amostras em
colunas polares, pois estudos mostraram que melhoram formato dos picos e aumenta o número
de pratos.49, 50 Um contrapeso seria a baixa solubilidade de analitos relativamente polares em
solventes apolares, como n-heptano.
Forno e coluna
O forno é o compartimento no qual ficam as colunas, onde ocorre a separação das amostras,
e também é responsável por controlar a temperatura durante esse processo. Geralmente, o con-
trole da temperatura é feito por um termostato que emprega elementos de Peltier e aquecedores
resistivos.47 Entretanto, muitos fornos de UHPSFC são incapazes de resfriar a coluna, o que
representa uma limitação à técnica visto que trabalhar em temperaturas baixas (menores que 25
◦C) pode ser interessante para desenvolvimento de métodos para otimizar a seletividade.24
O desenvolvimento das colunas modernas representa um grande avanço para a ciência de
separação com a redução do tamanho de partículas para valores abaixo de 2,0 µm, aliado às
bombas capazes de suportar pressões muito altas.51 Esse tamanho reduzido de partícula permite
a obtenção de maior eficiência na separação com vazões mais altas. A UHPLC foi a primeira
técnica a utilizar este tipo de coluna, que também propiciou a redução de suas dimensões e,
consequentemente, a redução nos tempos de análise,23 variando de 50 a 150 mm, contra 100 a
250 mm típicos da HPLC.
Os equipamentos modernos suportam várias colunas no mesmo módulo, dando a possibili-
dade de aumentar o comprimento das colunas para atingir maior eficiência, necessária na aná-
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lise de misturas mais complexas, empregando fases estacionárias do mesmo tipo ou acoplando
colunas com ligantes químicos diferentes. Neste caso, realizando separação ortogonal,49 ou
simplesmente facilitando o desenvolvimento de método ao programar corridas em várias fases
estacionárias em colunas com posições diferentes, sem precisar trocá-las a cada ensaio.48 Ainda,
os equipamentos têm a possibilidade de acoplar um forno de coluna externo com um controle
de temperatura mais rigoroso, que permite utilizar colunas mais compridas para possibilitar a
resolução e aumentar a eficiência cromatográfica em amostras mais complexas.
Modos de detecção
Os detectores mais utilizados em UHPSFC são do tipo arranjo de diodos (PDA), na faixa de
comprimentos de onda do ultravioleta-visível (190 – 600 nm), espalhamento de luz evaporativo
(ELSD, do inglês Evaporative Light-Scattering Detector) e espectrômetros de massas (MS).
Detectores PDA ficam localizados antes do regulador automático de contra-pressão (ABPR)
e, por isso, a cela do detector tem que ser resistente à pressão. Este é um dos limitantes da
técnica, pois, atualmente, essas células resistem somente até 9000 psi (ou 600 bar), enquanto
celas do detector de UHPLC resistem a pressões superiores a 15000 psi (1000 bar), por não
necessitarem do regulador de contra-pressão. Para obter boa sensibilidade e detectabilidade
nesse modo de detecção, deve-se controlar o ruído na linha de base através do controle nas
flutuações da densidade da FM que chega à cela (alta pressão e baixa temperatura). Apesar do
ponto crítico do CO2 ser de 74 bar (≈ 1073 psi) e 31 ◦C, recomenda-se que a ABPR seja de
pelo menos 1500 psi (100 bar) e a temperatura seja resfriada abaixo da TC após a coluna.24, 52
Detectores do tipo ELSD e MS são de cela aberta e requerem a despressurização da FM
para acoplamento. A natureza da FM, neste caso, configura-se uma vantagem na hifenação da
técnica pela formação de um spray ao chegar no detector.24 O ELSD é utilizado para detectar
compostos não voláteis sem grupos cromóforos, através do espalhamento de luz emitido por um
fotodiodo. A hifenação com o cromatógrafo é feita através de um capilar que deve ser aquecido
para evitar formação de gelo nas paredes devido à expansão do fluido.53
A hifenação UHPSFC-MS tem recebido, atualmente, grande atenção devido às característi-
cas únicas da UHPSFC e a já reconhecida capacidade de detecção do MS. O desafio foi tornar
42
ambas as técnicas compatíveis para estender a aplicação para matrizes mais complexas, como
bioanálise, alimentos e meio ambiente, sendo que esta conexão costuma ser feita por meio de
uma ligação capilar, assim como em UHPSFC-ELSD. O estudo de aditivos para melhorar o
formato de pico dos compostos básicos sem perder a compatibilidade com o modo de detecção
por MS foi estudado pelo grupo de Guillarme.54 Foi verificado que adição de até 20 mmol L-1
de hidróxido de amônio ao modificador orgânico permitiu a eluição de compostos básicos com
picos gaussianos pelo recobrimento dos silanois residuais em fase estacionária de sílica híbrida
(BEH), com a vantagem desse aditivo ser compatível com a detecção por MS. Informações mais
detalhadas sobre este modo de detecção podem ser obtidas na literatura.20, 51, 55
Regulador de pressão
Os reguladores automáticos de contra-pressão (ABPR) foram, em grande parte, responsá-
veis pelo desenvolvimento da técnica de UHPSFC moderna. Até então, muitos engenheiros
despenderam esforços para criar um aparelho que permitisse o controle adequado da pressão
ao longo de todo sistema cromatográfico, devido a diversos problemas, como expansão da fase
móvel que gera forças severas ao equipamento e custo dos materiais necessários.47 Atualmente,
os reguladores de pressão são dinâmicos e funcionam por dispositivos elétricos robustos que
controlam a pressão de saída da coluna, independente da vazão da fase móvel.24 Eles estão
localizados logo após o compartimento da cela do detector para garantir que a FM que chega
nela não será ruidosa.
1.3.4 CO2 supercrítico como fase móvel
Como visto, a condição supercrítica é uma propriedade da mistura dos estados líquido e
gasoso de uma espécie química. A densidade tem um papel importante nas propriedades do
fluido, governada pelas condições de temperatura e pressão, pois ela determina se o fluido
agirá mais próximo de um caráter líquido ou de um caráter gasoso. De toda forma, a fase
móvel (FM) constituída por um fluido supercrítico tem a vantagem de ter uma viscosidade
reduzida em comparação às fases móveis utilizadas em HPLC. Apesar disso, o caráter pouco
polar poderia representar uma limitação frente à grande polaridade de compostos presentes na
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natureza, mas uma característica do scCO2 é sua capacidade em se misturar com solventes
orgânicos, estendendo a polaridade da FM, o que permite a análise de compostos mais polares,
conferindo à técnica de UHPSFC uma grande potencialidade.
Essa caraterística do CO2 vai além do seu caráter apolar, resultado da anulação dos mo-
mentos dipolo opostos das ligações C–O da molécula linear. Em torno da molécula, há uma
densidade de carga parcial negativa nos átomos de oxigênio da extremidade e uma densidade
de carga parcial positiva no átomo central de carbono. Isso confere à molécula um caráter anfó-
tero: tem capacidade de agir como uma base de Lewis pelos átomos do oxigênio, e como ácido
de Lewis pelo átomo de carbono.24, 56 Esse comportamento é desprezível no estado gasoso, no
qual as moléculas estão muito distantes entre si e a interação é praticamente nula. Porém, na
condição supercrítica, as moléculas se aproximam e a interação entre elas adquire maior impor-
tância. Mesmo que o momento dipolo da molécula ainda seja nulo, estudos espectroscópicos
mostram que as moléculas do CO2 agem como um quadrupolo, ao qual é atribuído o seu poder
de solvatação em torno das condições críticas.56
Esses tipos de interações ainda podem significar pouco diante da demanda por agentes mais
polares, mas são suficientes para garantir uma boa miscibilidade com solventes orgânicos, em
especial os álcoois, como mostra um trabalho desenvolvido por Gohres et al.57 Neste trabalho, o
grupo misturou CO2 pressurizado a diferentes álcoois (metílico, etílico e benzílico) e calculou,
por métodos espectroscópicos, a constante de equilíbrio (Keq) e de dissociação (Kd) do produto,
cuja equação química está apresentada na Figura 8. Estimou-se o pKd do ácido alquilcarboxílico
(AAC) formado em torno de 5,7 para a mistura com metanol. A pKeq um pouco maior para o
etanol e maior ainda para o álcool benzílico sugerem que o aumento da cadeia carbônica reduz
a acidez do AAC.
Figura 8: Formação e dissociação do ácido alquilcarboxílico
Essa reação mostra porque misturas com álcoois são mais empregadas na UHPSFC: a mis-
cibilidade com o scCO2 é favorecida por um mecanismo ácido-base com o solvente prótico.
44
Em muitas aplicações, relata-se o uso de uma mistura de acetonitrila (ACN) com álcool como
cossolvente,25 possivelmente devido à ausência de protonação da ACN.
Um aspecto que vale mencionar sobre o uso de CO2 como FM é que nem sempre ele é
empregado na condição supercrítica. Nesta condição, por ser um fluido altamente compressível,
o scCO2 sofre grande influência da pressão e temperatura, variando bastante sua densidade. Na
presença de modificadores orgânicos, sua densidade aumenta e, em uma mistura a partir 10%
de MeOH, o fluido deixa de ser muito compressível, isto é, a pressão deixa de exercer uma
grande influência. Esse fluido muito denso geralmente se encontra na região subcrítica (Figura
5), abaixo da Tc, possui maior poder de solvatação e ainda mantém a viscosidade do fluido
baixa. Como nas práticas analíticas atuais o uso de modificadores orgânicos à FM baseada
em CO2 é imprescindível para potencializar a eluição de analitos polares, a FM geralmente
encontra-se na condição subcrítica e muitos autores utilizam o acrônimo SFC para se referir
tanto à cromatografia realizada com fluido na condição supercrítica quanto na subcrítica.42, 58
Outra característica importante do scCO2 é a baixa viscosidade que essa fase proporciona
em comparação a um líquido puro (em uma densidade por volta de 1,0 mg mL-1, a viscosidade
do scCO2 é cerca de 10 vezes menor que a do líquido24). Existe uma grande diferença de pres-
são entre a entrada e a saída da coluna recheada se o fluido é muito viscoso. Essa diferença é
conhecida como queda de pressão (∆P) e pode ser reduzida com a diminuição da viscosidade
do fluido por apresentar menos resistência durante a vazão. Uma elevada ∆P implica em vari-
ações em respostas cromatográficas como fator de retenção, resolução, e eficiência devido ao
gradiente de pressão ao longo da coluna.59
1.3.5 Desempenho cinético – UHPSFC versus UHPLC
A baixa viscosidade do fluido supercrítico também confere à UHPSFC um desempenho
cinético superior em relação à UHPLC.23, 46 Isso significa que vazões maiores e, consequente-
mente, tempos de análises mais curtos podem ser atingidos sem a perda da eficiência da sepa-
ração na coluna, que pode ser estimada pela altura do prato (H) e comprimento da coluna (L),
conforme expressa a Equação 4.
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N =
L
H
(4)
Onde N representa a eficiência na coluna em termos de número de pratos. Esse valor de-
pende proporcionalmente do comprimento da coluna, porém colunas muito longas produzem
tempos de análise igualmente longos. Assim, para maximizar N , pode-se também minimizar
H . A equação de van Deemter (Equação 5) relaciona H com diferentes fenômenos cromatográ-
ficos, os quais serão discutidos a seguir.
H = A+
B
µ
+ Cµ (5)
Nessa equação, µ representa a velocidade linear, em mm s-1. O termo A representa o parâ-
metro de difusão por múltiplos caminhos (termo de difusão de Eddy), onde, em suportes poro-
sos, os analitos podem percorrer diversos caminhos aleatórios independente da vazão da FM e
dependente apenas do diâmetro e formato das partículas que recheiam a coluna (dp). O termo
B representa o parâmetro de difusão longitudinal, relacionado com a dispersão das moléculas
durante o escoamento do fluido, no qual a velocidade no centro é mais rápido que a velocidade
nas paredes da coluna. Esse parâmetro é inversamente proporcional à vazão da FM, pois em
altas vazões essa diferença de velocidade é reduzida e depende do coeficiente de difusão da fase
móvel (Dm). Fluidos viscosos têm Dm mais elevadas. O termo C representa o parâmetro da
resistência à transferência de massa, que indica o equilíbrio dinâmico do analito entre as fases
estacionária e móvel. Em vazões altas, é necessário um tempo maior para que esse equilíbrio
seja restaurado, resultando no alargamento do pico. Esse fator, portanto, também depende de
Dm e, no caso de colunas recheadas, de dp. Cada parâmetro da Equação 5 pode ser, assim,
definido conforme Equação 6.60
A = 2λdp B = 2γDm C = w
d2p
Dm
(6)
Onde λ, γ e w são constantes. Se as dimensões das partículas e a condição de operação
da FM forem mantidas constantes, os parâmetros A, B e C também são constantes e H se
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torna uma função somente de µ. Para obter o máximo de eficiência, H deve ser minimizado
– tradicionalmente, há uma valor ótimo de µ (µopt) que atende essa condição. Gráficos típicos
que representam o comportamento dos termos A, B e C em função da velocidade linear µ, bem
como H da equação de van Deemter, podem ser representados conforme ilustra a Figura 9, que
mostra a independência, dependência inversamente proporcional e a dependência diretamente
proporcional dos termosA,B eC, respectivamente, em relação a µ para a HPLC.61 Duas curvas
são apresentadas esquematicamente, em diferentes temperaturas (T), mostrando que a eficiência
também depende de T.
Figura 9: Comportamento dos termos A, B e C em função da velocidade linear µ e a curva
de van Deemter em diferentes temperaturas. Essas são representações genéricas para fins de
ilustração, baseados em De Klerck et al.61.
Com menores valores de dp e maiores valores de Dm, os parâmetros A e C são minimiza-
dos, enquanto o parâmetro B desloca-se para a direita do gráfico. Essa configuração desloca
µopt para maiores valores, isto é, uma maior eficiência é atingida em vazões maiores em função
do deslocamento do termo B, com a vantagem de que, com a redução do termo C, a eficiên-
cia é mantida alta mesmo com maiores vazões. Isso significa que, mesmo em vazões maiores
que a vazão ótima, a eficiência é mantida alta, ganhando-se em tempo. Em UHPLC, devido à
viscosidade maior da FM, o coeficiente Dm é menor e o aumento da vazão gera uma perda na
eficiência, já que o termo C é maior. Esse termo é menos influenciado pela vazão na UHPSFC,
o que garante a eficiência mesmo em vazões maiores. As Figuras 10a e 10b representam o
comportamento típico para UHPLC e UHPSFC, respectivamente.23, 42 Nota-se que, em tempe-
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raturas mais elevadas, o comportamento na HPLC clássica (Figura 9 se aproxima daquele da
SFC, com manutenção da eficiência em maiores vazões, mas com a desvantagem da limitação
em se trabalhar com amostras termicamente instáveis no modo líquido.
(a)
(b)
Figura 10: Comportamento das curvas de van Deemter. Baseados nos estudos de Perrenoud et
al.23.
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1.3.6 A seleção de fases estacionárias
Uma boa escolha de fase estacionária pode significar o sucesso da separação em termos
de seletividade e, combinando com a composição da FM, em termos de formato de pico. A
seleção da FE deve levar em conta a natureza dos analitos presentes na amostra que se deseja
analisar. Como a FM em UHPSFC é muito pouco polar, costuma-se utilizar fases estacionárias
polares, como 2-etilpiridina (2-EP), assemelhando-se ao modo de NP-HPLC. Com a adição de
modificador orgânico, a polaridade da FM aumenta e torna-se possível o uso de colunas menos
polares, como C18, clássica no modo RP-HPLC. Obviamente, a seleção da fase estacionária
deve levar em conta não só a natureza do grupo ligante (ou ausência dele), mas também o tipo
de partícula de sílica ao qual ele está ligado, e que varia em cada fabricante. Tendo em vista isso,
o trabalho de West e Lesellier nos anos 200034–38 foi importante para consolidar o conhecimento
acerca das fases estacionárias na SFC e, posteriormente, na UHPSFC.48
A caracterização das FE teve início com a extensa investigação de Kamlet et al.62, 63 que
descreveu as interações soluto-solvente em termos dos parâmetros de acidez (α), de basicidade
(β) e de polaridade (pi*), denominada relações lineares de energia de solvatação (LSER, do
inglês Linear Solvation Energy Relationships. Anos depois, Abraham et al.64 expandiu esses
conceitos aplicando-os aos sistemas cromatográficos. O grupo definiu os novos descritores
com novos símbolos, adicionando aos parâmetros de acidez (A), basicidade (B) e de polaridade
(S), os parâmetros de refração molar em excesso (E), volume de McGowan (V) e coeficiente
de partição gás-hexadecano (L). Cada descritor refere-se a um tipo particular de interação que
pode estar presente por parte do soluto. Interpretações de Carr e Vitha65 e Lesellier e West24
expressam a dependência do fator de retenção (k) de um soluto em relação aos descritores,
conforme Equação 7.
logk = c+ eE + sS + aA+ bB + vV (7)
Onde os coeficientes e, s, a, b e v são as constantes do sistema cromatográfico e são obtidos
através de regressão linear avaliando-se vários solutos com diferentes valores de descritores nas
mesmas condições cromatográficas. O termo c é o intercepto da equação e é dependente apenas
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da razão de fase do sistema. Com base nesse modelo, construiu-se um gráfico do tipo diagrama
aranha (spider diagram) para auxiliar na escolha da melhor fase estacionária com base nos
descritores do soluto ou, em outras palavras, na natureza do analito (Figura 11).24, 35
Figura 11: Modelo de diagrama aranha para identificar os tipos de fases estacionárias mais
adequadas com base nas constantes do sistema e descritores de soluto, com exemplos de FE.
Adaptado de Lesellier e West24.
1.3.7 Aplicações
O lançamento da UHPSFC rapidamente proporcionou a possibilidade de aplicações em di-
ferentes ramos da indústria e da pesquisa, desde análises farmacêuticas,23, 66, 67 produtos natu-
rais,68, 69 bioanálises,70, 71 alimentos,72 entre outros. De fato, no trabalho de revisão de West25
abrangendo os últimos 4 anos (2014-2018), as pesquisas se concentraram principalmente nos
produtos naturais, seguindo a bioanálise, produtos farmacêuticos e ciência dos alimentos que,
combinados, correspondem a mais de 75% do total de publicações envolvendo UHPSFC no pe-
ríodo. Análises ambientais, forenses, polímeros e cosméticos estão entre as outras publicações
frequentes. A UHPSFC permitiu o crescimento no desenvolvimento de métodos para anali-
tos aquirais, ao contrário da técnica de SFC, a qual era utilizada principalmente para análises
de compostos quirais. Outras aplicações em escala preparativa também têm avançado com a
robustez dos equipamentos,73, 74 mas não serão abordadas aqui.
A maioria dessas aplicações emprega a técnica acoplada à detecção por massas devido à
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exigência de melhor detectabilidade para concentrações baixas dos analitos, como produtos
de degradação em fármacos, metabólitos em matrizes complexas, contaminantes em solos, e
agrotóxicos em alimentos. Porém, como visto, outros métodos de detecção, como por PDA,
ainda são empregados, sobretudo quando não há necessidade de quantificar níveis muito baixos,
com a vantagem que são mais baratos e simples do que o MS.
Em particular, as análises farmacêuticas buscam reduzir o consumo de solventes orgânicos,
empregar métodos mais rápidos, que tornam o processo mais econômico, com menores chances
de re-injeção, menos danoso ao meio ambiente e aos analistas. Assim, a UHPSFC alinha-se com
a busca de alternativas mais verdes.75, 76 Por isso, este estudo focou nos benefícios da técnica
em termos de análise para a classe dos fármacos estatinas e a ezetimiba, dado a importância que
eles têm em tratamentos de doenças cardiovasculares.
Por tudo visto até aqui, nota-se a potencialidade e versatilidade da técnica de UHPSFC para
diversas aplicações. Contudo, a aplicação de métodos para análise requer uma etapa de desen-
volvimento, crucial para qualquer processo analítico. A UHPSFC, com a vantagem de propiciar
corridas rápidas e com boa capacidade de resolução, torna a etapa de desenvolvimento menos
demorada do que costuma ser. Entretanto, há muitos fatores que influenciam o comportamento
cromatográfico do fluido supercrítico e precisam ser investigados durante a etapa do desenvol-
vimento de método. Com base nisso, os tópicos seguintes focarão nas principais formas de
selecionar e otimizar condições experimentais, e como são realizadas a validação do método
desenvolvido.
1.4 Desenvolvimento de métodos analíticos
Uma técnica analítica por si só não garante os bons resultados de uma análise, por mais ro-
busta que seja. Diante da grande variedade de substâncias químicas que necessitam ser identifi-
cadas ou quantificadas, ou isoladas em classes, desenvolver métodos usando as diversas técnicas
disponíveis é necessário para atingir os objetivos analíticos. Assim, com técnicas cromatográ-
ficas não é diferente e, como qualquer outra, existem características próprias que precisam ser
investigadas para obter a melhor resposta. No caso da cromatografia, a natureza da fase esta-
cionária e a dimensão da coluna, a composição, a vazão e o pH da fase móvel, o preparo da
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amostra para injeção, a temperatura, a pressão do sistema, o modo de eluição e a natureza dos
analitos precisam ser considerados.77
Tradicionalmente, métodos cromatográficos são desenvolvidos empregando a abordagem
univariada, ou seja, modificando uma variável por vez: seleção da FE adequada, depois a com-
posição da FM, a presença ou não de aditivos, o pH da FM, a vazão da FM, a temperatura da
coluna, e assim por diante. Entretanto, além de trabalhoso e demorado, esse procedimento pode
ocultar a interação que uma variável possa ter com outra. Dessa forma, desde o início dos anos
2000, tem se dado mais atenção e importância à utilização de uma abordagem multivariada no
desenvolvimento de métodos cromatográficos, reduzindo o número de experimentos necessá-
rios para se chegar nos fatores mais importantes para garantir a robustez do método.78 Assim,
hoje entende-se que utilizar planejamentos experimentais é uma prática indispensável em qual-
quer laboratório que se dedique a desenvolver métodos e, no ramo das análises farmacêuticas,
não poderia ser diferente.79–81
O Conselho Internacional para Harmonização de Requerimentos Técnicos para Fármacos
de Uso Humano (ICH, do inglês International Council for Harmonisation of Technical Re-
quirements for Pharmaceuticals for Human Use) elaborou um guia para orientar as indústrias
farmacêuticas quanto ao desenvolvimento de produtos, reforçando o uso de planejamentos ex-
perimentais com abordagem multivariada.82 Neste guia, são descritos os princípios do chamado
Quality by Design (QbD, ou Qualidade por Planejamento) com base no gerenciamento de risco
envolvido no processo de desenvolvimento. Basicamente, o ICH reforça a necessidade de co-
nhecer as variáveis de entrada de um processo, que são os atributos do material e os parâmetros
do processo, que levarão a um resultado mais confiável das variáveis de saída, ou atributos de
qualidade críticos.
Todas as fases de um desenvolvimento farmacêutico pode ser esquematizada de acordo com
o ciclo de vida do método (Figura 12), que engloba desde a etapa de desenvolvimento até o
melhoramento contínuo nas estratégias de comercialização de um produto (ou até sua retirada
do mercado).83 Devido ao propósito deste estudo, englobou-se apenas as duas primeiras etapas
do ciclo de vida de um método: o desenvolvimento e a validação. No contexto de desenvolvi-
mento analítico, uma abordagem mais específica é tratada, adaptando-se o QbD para sua forma
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analítica AQbD (Analytical QbD).84
Figura 12: Principais etapas do ciclo de vida de um método analítico. Adaptado de Deidda et
al.84.
1.4.1 Analytical Quality by Design (AQbD)
A metodologia AQbD inicia-se com a definição do objetivo analítico do método, denomi-
dado perfil analítico alvo (ATP, do inglês Analytical Target Profile, seguido de uma etapa de
reconhecimento das características que o método deve ter para atingir seu propósito. Em se-
guida, é feita uma "varredura"para selecionar as variáveis de entrada, denominadas em AQbD
de parâmetros críticos do método (CMP, do inglês Critical Method Parameters). O gerenci-
amento de risco avalia se e quais CMP podem afetar as variáveis de saída, denominadas de
atributos críticos do método (CMA, do inglês Critical Method Attributes). Em seguida, um pla-
nejamento experimental é realizado, geralmente em duas etapas. A primeira etapa consiste em
uma varredura (screening) das variáveis que têm maior impacto no método. A segunda etapa é
a otimização experimental, na qual se avalia as principais interações que afetam os CMAs e a
construção de modelos matemáticos e superfícies de resposta, que são representações tridimen-
sionais geradas por estes modelos.84, 85 Ressalta-se que a modelagem dos CMAs em função dos
CMPs e a construção de superfícies não podem ser realizadas com o método univariado.
Combinando-se as superfícies de resposta obtidas para cada CMA em função dos CMP, a
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próxima etapa foca em definir a região dessas superfícies (ou de suas sobreposições) que as-
segurem a qualidade do método. Em AQbD, denomina-se Method Operable Design Region
(MODR), ou simplesmente espaço do planejamento (DS, do inglês Design Space).82 Nesta re-
gião, escolhe-se um ponto de operação que garanta a robustez do método em função dos CMA
e CMP escolhidos na otimização.79, 84, 86 Uma etapa de validação vem em seguida, utilizando
este ponto do DS, e é um estágio obrigatório para garantir que o método responda adequada-
mente aos requisitos. Mais detalhes dessa etapa serão dadas na seção 1.5. Por fim, após o
desenvolvimento e validação do método, é necessário elaborar estratégias de controle para as-
segurar o desempenho da nova metodologia ao longo de seu ciclo de vida. Em geral, essa etapa
é realizada em rotinas de análises cromatográficas injetando-se soluções conhecidas e moni-
torando suas respostas conforme especificações durante os testes de aptidão do sistema (SST,
do inglês System Suitability Tests).82–85 A seção seguinte será dedicada a descrever alguns ti-
pos de planejamento experimental utilizados, visto que é uma ferramenta imprescindível no
desenvolvimento de métodos atualmente.
1.4.2 Planejamento de Experimentos
Métodos de Planejamentos de Experimentos, conhecidos pelo acrônimo DoE (do inglês
Design of Experiments), fornecem um máximo de informações úteis com o menor número
possível de experimentos, a partir de um modelo estatístico que permite estimar os efeitos dos
parâmetros sobre as respostas.87 Existem diversos métodos de Planejamento Experimental e a
seleção deve ser feita com base no objetivo do experimento e modelo a ser gerado.87–89 Este
estudo foca a aplicação de dois tipos de planejamentos que foram utilizados para desenvolver o
método analítico de UHPSFC para análise dos fármacos redutores de colesterol: planejamento
categórico multinível e o planejamento composto central.
Planejamento Categórico Multinível
Também conhecido como "fatorial geral"(general factorial), este tipo de planejamento trata
as variáveis de entrada como fatores categóricos. Isto significa que os valores de entrada não
precisam, necessariamente, ser variáveis contínuas. Este planejamento é ideal para realizar a
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etapa de screening, na qual, geralmente, avalia-se variáveis discretas como a natureza da fase
estacionária ou do modificador orgânico usado na fase móvel.24, 90
A desvantagem de utilizar variáveis discretas é que não se pode esboçar uma superfície de
respostas para visualizar facilmente as interações entre as variáveis. No entanto, é possível
calcular os efeitos principais e as interações e gerar um modelo matemático para avaliar como
as variáveis de entrada (CMP) influenciam as respostas do sistema (CMA).
Planejamento Composto Central
Um planejamento composto central (CCD, do inglês Central Composite Design) pode ser
entendido como a extensão de um planejamento fatorial completo. Por isso, uma breve expli-
cação sobre esse método será dada. Para executar um planejamento experimental, deve-se ter
conhecimento de quais fatores se quer avaliar e quais os níveis que se pode utilizar. Para isso, o
conhecimento prévio dos CMP é essencial para que não se perca tempo realizando experimentos
que tenham grandes chances de serem infrutíferos.
O planejamento fatorial mais simples que existe é o 22, cuja base representa os níveis (os
limites mínimo e máximo, que devem ser definidos para se construir uma superfície de resposta)
e o expoente representa o número de fatores. Assim, tem-se um planejamento em dois níveis
(-1 e +1) com dois fatores x1 e x2 (Figura 13a). Um total de 4 experimentos é realizado a partir
desse conjunto de dados, obtendo-se quatro valores para uma determinada resposta Y (y1, y2,
y3 e y4). Cada fator pode exercer um efeito sobre a resposta Y (chamados de Yx1 e Yx2), assim
como a interação entre eles (Yx1x2). Para calcular os valores desses efeitos, utiliza-se a Equação
8, onde os valores positivos referem-se aos níveis (+) e os valores negativos, aos níveis (-) do
planejamento 22 para o efeito do fator x1 (Yx1), ou de acordo com a Equação 9, uma forma
simplificada e genérica, onde y¯+ e y¯− representam as médias dos efeitos nos níveis (+) e (-),
respectivamente.
Yx1 =
(y¯2 − y¯1) + (y¯4 − y¯3)
2
(8)
Yx1 = y¯+x1 − y¯−x1 (9)
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(a) (b)
Figura 13: Representações esquemáticas dos planejamentos (a) 22 e (b) 23.
Procede-se da mesma forma para calcular o efeito do fator x2 sobre Y, notando-se que o
efeito Yx1 representa a média dos efeitos do fator x1 sobre os dois níveis do fator x2, e vice-
versa.87 Um raciocínio semelhante pode ser feito para calcular o efeito dos fatores sobre a
resposta em um planejamento 23 (Figura 13b).
No planejamento com um fator a mais, 8 experimentos devem ser executados. Como se
vê, à medida que se aumenta o número de fatores, aumenta-se exponencialmente o número de
experimentos. Em casos em que o número de fatores é muito grande, é interessante reduzir
o número de experimentos, empregando planejamentos fatoriais fracionários, em que o expo-
ente é um valor menor do que o número de fatores. Essa redução pode ser feita a partir de
planejamentos 25 sem perda significativa de informações.87
Finalmente, o planejamento CCD é uma expansão do planejamento fatorial, com o objetivo
de obter o máximo de informação em torno do espaço experimental definido. Ele estende-se
pela adição de 2k pontos, onde k é igual ao número de fatores do planejamento, a uma distância
α do centro. No exemplo da Figura 14, os pontos do planejamento fatorial completo 23 estão
coloridos em azul, e os pontos adicionais, chamados de pontos axiais, estão coloridos em verde.
O ponto colorido em vermelho, no centro da figura, denomina-se ponto central e, para evitar
replicatas em cada ponto experimental, prefere-se fazê-las apenas nesse ponto para estimar o
erro puro associado às medidas experimentais.
Este tipo de planejamento será explorado para avaliar a densidade do fluido supercrítico
na etapa de otimização experimental, com o objetivo de estudar como os parâmetros críticos
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Figura 14: Representação esquemática de um planejamento composto central, destacando os
pontos do fatorial completo (azul), pontos axiais (verde) e o ponto central (vermelho).
que atuam sobre a densidade afetam as respostas cromatográficas, se interagem entre si e se os
efeitos são significativos.
1.4.3 Métodos multiprodutos
Outra tendência global é o desenvolvimento de métodos multiprodutos, os quais não ne-
cessariamente incluem somente analitos que estejam presentes no mesmo tipo de amostra real.
Essa abordagem também visa desenvolver um método que mostre ser capaz de resolver diversas
moléculas, com bom formato de pico, em um tempo adequado. A vantagem de desenvolver um
método multiproduto é reduzir o tempo de desenvolvimento que seria gasto para somente uma
substância em favor de um método que possa ser aplicado em mais de um produto.
Muitas publicações têm sido feitas recentemente que mostram a vantagem dessa metodolo-
gia,91, 92 sempre empregando os conceitos preconizados pelo princípio QbD. Além disso, evoca-
se a necessidade por buscar métodos verdes, com solventes de fontes renováveis, menos danosos
ao meio ambiente e menos tóxicos a quem os manuseiam. Neste contexto, EtOH tem surgido
como um solvente adequado para atender a preocupação ambiental.45, 75 Porém, ele apresenta a
desvantagem da alta viscosidade como constituinte de FM em cromatografia, e o preço de um
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produto de alta pureza em alguns locais, que voltam sua produção para a indústria da bebida ou
de automóveis.
Neste trabalho, procurou-se utilizar essa abordagem para desenvolver um método único que
permitisse a análise de oito fármacos redutores de colesterol mais usados no mundo: 7 da classe
das estatinas e a ezetimiba. Mesmo que as estatinas não sejam encontradas em uma mesma for-
mulação farmacêutica, como acontece com a ezetimiba e uma estatina, busca-se neste estudo
avaliar a potencialidade da técnica UHPSFC em separar esse conjunto de moléculas e demons-
trar as vantagens em utilizar métodos de planejamento experimental no desenvolvimento analí-
tico. Para isso, deve ser levado em conta a redução no consumo de solvente, um tempo total de
análise curto, mas com boa resolução entre os picos, formato de pico adequado e, se possível,
sem utilizar aditivos, visto que alguns fármacos estão presentes na forma aniônica à exceção da
SNV, LOV e EZT, o que pode representar um desafio no desenvolvimento de método.
1.4.4 Respostas cromatográficas
Para avaliar o desempenho do método utilizando UHPSFC, respostas clássicas da técnica
cromatográfica serão monitorados. Os parâmetros estudados foram fator de retenção (k), fator
de separação (α), resolução (Rs), fator de alargamento (TF, do inglês Tailing Factor) e eficiência
em termos de número de pratos (N). A seguir, esses parâmetros serão explicados, com base no
software Empowerr, que foi utilizado para extrai-los dos cromatogramas.93
Fator de retenção, k
A resposta fundamental fornecida pelo cromatograma é o tempo de retenção (tR), que des-
creve o tempo que leva para o analito percorrer o sistema desde a injeção da amostra até a sua
detecção. Entretanto, esse parâmetro não mede o tempo que o analito de fato fica retido na
fase estacionária contida na coluna de separação. Para calcular essa retenção, primeiro deve-se
conhecer o tempo que leva para que o modificador da fase móvel ou o solvente de injeção so-
zinhos atinjam o sistema de detecção, considerando que eles não apresentam interações com a
FE. À esse tempo, denomina-se tempo de retardamento (tM), uma estimativa do volume morto
da coluna (ou void volume, V0), que é o volume de FM dentro da coluna. A Equação 10 é usada
58
para calcular o fator de retenção (k) de um analito, conhecendo-se seu tR e o tM nas condições
experimentais.
k =
(tR − tM)
tM
(10)
O conhecimento do k é necessário para obter muitas informações do sistema cromatográfico,
considerando a fase estacionária, as propriedades dos analitos e as grandezas termodinâmicas
que regem os mecanismos de separação.94 Ele permite a previsão do comportamento de reten-
ção e a comparação entre diferentes fases estacionárias, como é feito empregando-se a Equação
7.
Fator de separação, α
Outra aplicação do k é a estimativa do fator de separação α, ou fator de seletividade, entre
dois picos consecutivos. Ele estima quão bem uma coluna, em uma condição cromatográfica
controlada, consegue separar os dois analitos (Equação 11).
α =
tR2 − tM
tR1 − tM =
k2
k1
(11)
Onde k2 e k1 indicam os fatores de retenção dos analitos mais e menos retidos, respectiva-
mente. Por definição, α ≥ 1, 0, sendo que um α = 1, 0 significa que o k das duas moléculas
são iguais, ou seja, o sistema não consegue identificá-los nas condições cromatográficas em-
pregadas. Porém, mesmo que α seja maior que 1,0, a quantificação dos analitos pode não ser
possível. Para isso, outros parâmetros devem ser levados em consideração tais como a largura
do pico, não incluída na Equação 11.
Resolução, Rs
Para finalidades quantitativas, a resolução entre dois picos cromatográficos (Rs) é mais uti-
lizada do que o parâmetro α. Muitos métodos indicam como calcular Rs, mas, neste estudo,
focou-se no recomendado pela Farmacopeia dos Estados Unidos (USP, do inglês United States
Pharmacopeia). A USP recomenda o cálculo de Rs tomando a largura dos picos na linha de
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base entre as tangentes traçadas na lateral do pico cromatográfico a meia altura do pico, w50%.
A Rs é proporcional à diferença do tR de dois picos consecutivos, tR1 e tR2, divididos pela soma
das larguras a meia altura, conforme Equação 12.93 A Figura 15 ilustra o cálculo feito com base
em um cromatograma genérico.
Rs =
2 · (tR2 − tR1)
(w50%,2 + w50%,1)
(12)
Figura 15: Parâmetros necessários para calcular Rs.
A Rs depende, além dos parâmetros acima, da altura relativa dos picos consecutivos. Em
geral, se a razão das alturas for de 1:1, é possível quantificar a área dos picos com o mínimo de
perda a partir de Rs = 1, 5. Porém, para proporções diferentes, recomenda-se Rs ≥ 2, 0 para
realizar a quantificação.77
Fator de alargamento, TF
Outro parâmetro importante para fins quantitativos é o fator de alargamento (TF ). Ele es-
tima o quão simétrico é o pico do analito. Idealmente, um sinal cromatográfico é uma curva
gaussiana, e seu alargamento representa interações secundárias na coluna. Assim, quanto mais
estreito for o pico, menor alargamento de banda ocorrerá e maior será a intensidade (sensibili-
dade) para o analito. Esse parâmetro é calculado, conforme a USP, ao medir a largura do pico
formada traçando-se uma tangente em 5% de sua altura (w5%). Relaciona-se essa largura à dife-
rença de tempo (F) entre o tR do pico e o ponto inicial da largura do pico à 5% de sua altura, de
acordo com a Equação 13.93 A Figura 16 como esse parâmetro é obtido através do Empowerr.
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TF =
w5%
2 · F (13)
Figura 16: Parâmetros necessários em um cromatograma para calcular TF .
Contudo, devido às interações secundárias intrinsecamente presentes no sistema cromato-
gráfico (a qual a presença de grupos silanois residuais é a mais usual), picos com TF > 1,0 são
mais comuns de se encontrar. Nessa situação, o pico aparece com uma cauda unilateral à direita
do cromatograma, representando as moléculas que ficaram mais retidos em função dessas inte-
rações adicionais. Para contornar esse problema, aditivos são usados na tentativa de melhorar
a sensibilidade do método, através da cobertura da superfície ocupada pelos silanois.77 Menos
comum, ainda existem picos com TF < 1,0, com alargamento à esquerda do sinal cromato-
gráfico: um menor número de moléculas eluem muito mais rápido do que a maioria. Para um
método com boa sensibilidade, aceita-se o intervalo para o fator de alargamento TF ≤ 1, 5.77
Eficiência, N
Como visto na Equação 4 da Seção 1.3.5, a eficiência de uma separação na coluna pode ser
calculada em termos de número de pratos (N ), em alusão à altura dos pratos teóricos de uma
separação em coluna de destilação. De certa forma, o número de pratos pode ser entendido
como o número de equilíbrios que ocorre ao longo da coluna e, quanto menor a altura de um
prato H , maior será o número de pratos em um determinado comprimento da coluna.
Com a diminuição no comprimento das colunas cromatográficas para redução do tempo de
análise, busca-se minimizar o valor de H para obter maiores valores de N , o que é obtido com
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as técnicas UHPSFC e UHPLC. Um forma mais prática de calcular N é através da Equação
14, recomendada pela USP. Neste caso, a largura da base é tomada pelas tangentes traçadas em
61% da altura do pico, w61%. A Figura 17 ilustra um cromatograma e os parâmetros utilizados
pelo Empowerr para calculá-lo.
N = 16 · ( tR
w61%
)2 (14)
Figura 17: Parâmetros necessários para calcular N .
1.5 Validação de métodos analíticos
A validação de um método analítico é uma etapa crucial no ciclo de vida do método. É a
etapa em que se confirma se ele atende às especificações necessárias definidas pelos ATP.84, 95, 96
Todo método desenvolvido ou modificado a partir de um método de referência deve passar
por essa etapa para garantir sua confiabilidade. Diversos guias estão disponíveis para orientar
analistas a realizar o procedimento mais adequado com base nos objetivos específicos.97–100 No
Brasil, os principais guias referentes à validação de métodos para produtos farmacêuticos são
da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA),101 para fármacos de uso humano, e do
Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA),102 para uso veterinário.
Os guias de validação definem as figuras de mérito que deverão ser atendidas para o método
específico. A forma de calculá-los pode ser divergente, mas suas definições são preservadas.
Como esse estudo é baseado no guia nacional para fármacos de uso humano, as definições e
formas de cálculo serão usados conforme Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) No 166,
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de 2017 da ANVISA. No que tange à UHPSFC, como consequência do crescente número de
publicações que relatam o desenvolvimento de método nesta técnica, os trabalhos envolvendo a
validação têm demonstrado a capacidade de, um dia, ela vir a ser mais usada na indústria, como
ferramenta para o controle de qualidade.103
1.5.1 Seletividade
Deve-se definir se o método analítico desenvolvido é seletivo para o analito de interesse, ou
seja, confirmar se ele não sofrerá interferência na obtenção do sinal em função dos constituintes
da FM, do diluente usado como solvente de injeção e nem dos excipientes presentes na formula-
ção farmacêutica. Para isso, espera-se que, na ausência do analito, estes possíveis interferentes
não forneçam sinais analíticos no mesmo tempo de retenção esperado para os compostos de
interesse. Outra forma de avaliar a seletividade é através da pureza de pico, na qual se observa
o espectro de absorção (no modo de detecção por PDA, por exemplo) no início, meio e fim
do sinal analítico na presença de possíveis interferentes. Se o espectro for igual em todos os
pontos, garante-se que o método é seletivo para este analito.
1.5.2 Linearidade
Após garantir a seletividade do método, verifica-se a linearidade através da relação entre
uma determinada resposta e uma variável conhecida e controlável. Em métodos cromatográfi-
cos, geralmente relaciona-se a área sob o pico com a concentração preparada a partir de uma
substância química de referência (SQR), ou padrão analítico. A ANVISA recomenda que seja
feita pelo menos cinco níveis diferentes, abrangendo a faixa especificada conforme objetivo do
método, em triplicatas verdadeiras (soluções preparadas de forma independente).
A linearidade é avaliada com base na descrição estatística dos pontos obtidos, que devem ter
relação linear entre área (y) e concentração (x). Essa linearidade é garantida se o coeficiente de
correlação (r) estiver acima de 0,990, e com coeficiente angular (m) significativamente diferente
de zero. Coeficiente linear (n) não significativo indica falta de erro sistemático e também é
desejável. A Equação 15 expressa essa relação entre esses termos.
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y = m · x+ n r ≥ 0, 990 (15)
A regressão do modelo linear é significativa se Fcal > Ftab. Fcal é obtido pela expressão da
Equação 16.
Fcal =
MQR
MQr
(16)
MQR = Σ(yˆi − y¯)2 (17)
MQr =
Σ(yi − yˆi)
n− 2 (18)
Onde MQR é a Média Quadrática da Regressão (Equação 17), MQr é a Média Quadrática
dos Resíduos (Equação 18), y¯ é a média global de todos os dados, yˆ é o ponto previsto pelo
modelo linear obtido pelo método dos mínimos quadrados e yi é a resposta observada para o
nível i.87
Os resíduos (a diferença da resposta observada e prevista pelo modelo linear) devem ter
distribuição Normal (avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e QQ-plot), ser homocedásticos (ava-
liados pelo teste de Cochran e gráficos de valores ajustados vs resíduos), e ser independentes
(avaliados pelo teste de Durbin-Watson e gráfico da ordem de coleta vs resíduos). Ainda, espera-
se não obter observações anômalas (outliers), dentro do intervalo de 3 desvios-padrão (99%),
avaliados pelo gráfico de resíduos padronizados vs valores ajustados. Recomenda-se, ainda,
realizar todos esses testes estatísticos com um nível de significância de 5%.
1.5.3 Faixa de Trabalho
Essa figura de mérito depende da linearidade e da aplicação pretendida para o método. Por
exemplo, ensaios de uniformidade de conteúdo de uma formulação costumam apresentar faixa
de trabalho de 70% à 130% do nível esperado, enquanto para determinação de impurezas o
intervalo varia do limite de quantificação até 120% do limite de especificação para a impureza.
No caso de métodos voltados para determinação do teor do analito ou insumo farmacêutico
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ativo (IFA), recomenda-se utilizar uma faixa de 80% até 120% do nível esperado para sua
quantificação.
1.5.4 Precisão
A precisão avalia a dispersão dos resultados em torno de uma média. Ela pode ser expressa
na forma de repetibilidade ou da precisão intermediária. O cálculo da precisão é feito através do
desvio padrão relativo, em termos de coeficiente de variação (CV, %), de acordo com Equação
19.
CV,% =
s
X¯
· 100 (19)
Onde s é o desvio padrão das medições em cada nível de concentração, e X¯ é a concentração
média determinada para cada nível. Recomenda-se calcular a precisão em termos de repetibili-
dade a partir de nove medidas, sendo três em nível baixo, três em nível médio e três em nível
alto da curva de linearidade ou seis medidas no ponto médio da curva. Para métodos de teor de
IFA, costuma-se calcular o CV nos níves de 80%, 100% e 120%, com triplicatas independen-
tes ou a patir de seis repetições no nível de 100%. A precisão intermediária deve ser feita sob
as mesmas condições que a repetibilidade, mas em pelo menos dois dias diferentes. A Tabela
2 apresenta os valores de CV considerados aceitáveis em função da faixa de concentração do
analito na amostra analisada, de acordo com o guia do MAPA.102 O cálculo do coeficiente é
baseado na Equação de Horwitz (Equação 20).
CV = 21−0,5·logC (20)
1.5.5 Exatidão
Estima-se a exatidão pela concordância entre as respostas obtidas pelo método e o valor
esperado de acordo com o que foi adicionada da SQR. Em geral, é feito no mesmo ensaio que
o da precisão em termos de repetibilidade. Então, para métodos voltados para quantificar teor
de IFA em medicamentos, recomenda-se realizar medidas englobando os níveis de 80%, 100%
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Tabela 2: Critérios para definir o coeficiente de variação aceitável de um método
Concentração do analito CV (%) Recuperação (%)
100 g kg-1 ≤ C < 1000 g kg-1 2 98 a 102
10 g kg-1≤ C < 100 g kg-1 2,7 98 a 102
1000 mg kg-1≤ C <10000 mg kg-1 3,7 97 a 103
100 mg kg-1 ≤ C < 1000 mg kg-1 5,3 95 a 105
10 mg kg-1≤ C < 100 mg kg-1 7,3 90 a 107
1000 µg kg-1≤ C < 10000 µg kg-1 10 80 a 110
100 µg kg-1≤ C < 1000 µg kg-1 15 80 a 110
10 µg kg-1≤ C < 100 µg kg-1 20 80 a 110
1 µg kg-1≤ C < 10 µg kg-1 30 70 a 110
C < 1 µg kg-1 35 50 a 120
e 120%, com triplicata independente em cada um, ou seis medidas no nível de 100%.
A exatidão é calculada em termos de recuperação (%) da SQR extraída em uma matriz que
possua os mesmos excipientes do medicamento comercial, de acordo com o método estabele-
cido para o preparo da amostra. Assim, obtém-se a recuperação como a relação entre o valor
obtido experimentalmente pelo método Cexperimental e o valor teórico correspondente, Cteo´rica.
(Equação 21). Os valores aceitáveis de recuperação dependem da concentração do analito na
amostra e, consequentemente, do CV esperado para este nível, como mostra a Tabela 2.
Recuperaça˜o(%) =
Cexperimental
Cteo´rica
· 100 (21)
1.5.6 Limites de quantificação e de detecção
Limite de quantificação (LQ) é a menor concentração que o método pode quantificar que
atenda às exigências de precisão e exatidão. Aceita-se a estimativa do LQ a partir da razão
sinal:ruído que deve ser de, no mínimo, 10:1. Além disso, pode ser estimado através da curva
analítica (Equação 22), a partir da inclinação (ou sensibilidade), m e do desvio padrão s, que
pode ser obtido de três formas diferentes conforme a ANVISA.101
Limite de detecção (LD) é a menor quantidade de um analito que pode ser identificada pelo
método. Aceita-se a estimativa do LD a partir da razão sinal:ruído de, no mínimo, 2:1 ou pelo
método da curva analítica (Equação 22), sendo s obtido da mesma forma que para o LQ.97
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LQ =
10 · s
m
LD =
3, 3 · s
m
(22)
1.5.7 Robustez
A robustez de um método indica sua capacidade em resistir a pequenas variações de suas
condições analíticas como, por exemplo, temperatura – que é um parâmetro importante em
cromatografia, pois pode alterar o comportamento cromatográfico do analito. Essa etapa da va-
lidação visa garantir que todas as medidas necessárias para minimizar alterações nas condições
analíticas sejam realizadas. Assim, define-se um espaço experimental em que o método opere
dentro das especificações mesmo que haja oscilações das condições iniciais desenvolvidas.
Muitas vezes, este teste de validação é realizado de maneira univariada. No entanto, este
procedimento não é recomendado, pois, não permite um tratamento eficiente dos dados. Uma
melhoria trazida pela RDC 166 foi o teste de Youden, baseado em planejamento experimental,
realizado na etapa de validação. Entretanto, quando é utilizada a estratégia de Analytical Quality
by Design durante o desenvolvimento, este teste de validação torna-se desnecessário, uma vez
que a região robusta de trabalho (Design Space) já é definida durante o desenvolvimento de
método.
1.6 Quimiometria - MCR-ALS
A Quimiometria é o ramo da Química que emprega métodos estatísticos multivariados e
surgiu como uma consequência do desenvolvimento instrumental analítico que tem fornecido
uma quantidade cada vez maior de informações.104 Para extrair resultados dessas informações,
diversos métodos quimiométricos têm sido desenvolvidos, para as mais diferentes aplicações:
reconhecimento de padrões, calibração multivariada, métodos de regressão, além do DoE visto
em seções anteriores.105, 106
Um dos objetivos do desenvolvimento de método cromatográfico é separar na coluna di-
ferentes analitos presentes em uma mesma amostra e quantificá-los com base na área do pico
correspondente. Porém, dependendo do sistema analisado, a separação pode ser muito difícil,
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ou até inviável devido às propriedades particulares das moléculas, como semelhanças estrutu-
rais ou comportamento muito semelhante em diversas condições experimentais, e da disponi-
bilidade do laboratório, que pode ter acesso limitado a itens mais robustos. Dessa forma, uma
abordagem quimiométrica que vem sendo explorada no campo cromatográfico pelo potencial
em recuperar perfis espectrais de analitos coeluídos ou parcialmente separados (Rs < 1,5) é a
Resolução Multivariada de Curva-Mínimos Quadrados Alternantes (MCR-ALS, do inglês Mul-
tivariate Curve Resolution-Alternating Least Squares, um algoritmo bilinear de deconvolução
de curvas).
Métodos cromatográficos com detecção PDA fornecem um conjunto de dados tridimensio-
nal: em uma das dimensões, localiza-se o perfil cromatográfico em função do tempo; em outra,
os espectros registrados em vários comprimentos de onda; e a terceira, o número de amostras.
O algoritmo MCR primeiro opera decompondo o tensor (D¯IxJxK, tridimensional) em uma matriz
(DIJxK), bidimensional), como mostra a Figura 18. Nesta decomposição, aumenta-se a matriz na
dimensão onde há quebra da trilinearidade, entendida como a capacidade de três vetores inde-
pendentes reconstruírem um tensor sem perda de informação.107 Em sistemas cromatográficos,
essa quebra ocorre, geralmente, na dimensão do tempo de retenção devido aos deslocamentos
aleatórios que ocorrem durante a passagem pela coluna. Não permanecendo constante, um dos
vetores perde a capacidade de reconstruir o tensor com manutenção da informação, e há essa
quebra da trilinearidade.
Figura 18: Procedimento esquemático da decomposição de uma matriz D¯ com dimensões IxJxK
e aumento da matriz em que há quebra de trilinearidade, Caug. Adaptado de Neto107.
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A decomposição do tensor D¯ forma duas matrizes com informações sobre a concentração
(Caug), com base nos perfis cromatográficos puros de cada analito presente, e os seus respectivos
espectros puros (S), além de uma matriz de resíduos E. O subscrito na matriz Caug refere-se
ao modo aumentado (augmented) para executar o MCR-ALS, e o sobrescrito na matriz ST
refere-se à operação matricial matriz transposta. A Equação 23 resume algebricamente esse
procedimento.
D¯ = CaugS
T + E (23)
Por ser um algoritmo bilinear, há várias soluções ao aplicar o cálculo por iterações com o
algoritmo ALS, que estima valores iniciais de C e S. Para obter uma interpretação química con-
dizente com o sistema, deve-se impor algumas restrições antes de aplicar o ALS. Primeiro, a
não negatividade, pois se espera que nem a concentração e nem a absorbância sejam negativas.
Segundo, a unimodalidade, aplicada a matrizes que possuam um só máximo no conjunto de da-
dos – nesse caso, aplica-se à matriz do perfil cromatográfico, já que existe apenas um máximo
referente ao tempo de retenção do analito puro. Terceiro, a normalização do modo não aumen-
tado, uma vez que o problema a ser resolvido se encontra na matriz aumentada. As iterações do
ALS visam reconstruir a matriz D a partir das matrizes C e S, minimizando os resíduos contidos
na matriz E. Com esses passos, obtém-se matematicamente dados relativos à área sobre os picos
cromatográficos (escores) e extrai-se o perfil puro de cada analito, podendo compará-los para
finalidades analíticas.108 Maiores detalhes dos procedimentos matemáticos podem ser obtidos
nos trabalhos de Tauler et al.109, 110
2 Objetivos
2.1 Objetivos Gerais
Desenvolver e validar um método analítico rápido por UHPSFC para análise multiproduto
das estatinas: sinvastatina, lovastatina, fluvastatina, rosuvastatina, pitavastatina, pravastatina e
atorvastatina e da ezetimiba, empregando ferramentas quimiométricas.
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2.2 Objetivos Específicos
(i) Avaliar os parâmetros críticos FE, FM, diluente e concentração inicial de modificador
orgânico em um planejamento categórico multinível para seleção das condições croma-
tográficas iniciais;
(ii) Otimizar o método avaliando a temperatura, a pressão e o modo gradiente, em um plane-
jamento Composto Central, analisando a influência dos fatores sobre as respostas croma-
tográficas e definindo uma região robusta de trabalho;
(iii) Validar o método de acordo com às especificações exigidas pela Agência Nacional de
Vigilância Sanitária (ANVISA);101
(iv) Analisar produtos disponíveis comercialmente;
(v) Avaliar o método MCR-ALS para separação matemática de sinais de analitos coeluidos.
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3 Procedimento Experimental
3.1 Materiais e reagentes
Padrões de sinvastatina (SNV), lovastatina (LOV), rosuvastatina cálcica (RSV), fluvasta-
tina sódica (FLV), atorvastatina cálcica (ATV) e ezetimiba (EZT) foram comprados da Sigma-
Aldrich (Missouri, EUA), enquanto que a pravastatina sódica (PRV) e a pitavastatina cálcica
(PTV) foram obtidos da Cayman Chemicals (Michigan, EUA). Foram obtidos os espectros para
suas respectivas identificações a partir da injeção individual de 2,0 mg mL-1 de cada fármaco
em EtOH.
Metanol (MeOH) foi comprado da J. T. Baker (Xalostoc, México), etanol (EtOH), iso-
propanol (i-PrOH) e acetonitrila (ACN) grau HPLC foram obtidos da Panreac (Darmstadt,
Alemanha). O cilindro de dióxido de carbono foi obtido da White Martins (Rio de Janeiro,
Brasil), com pureza ≥ 99%, operando com pressão de saída de 700 à 1000 psi. As fases es-
tacionárias (FE) utilizadas foram: Bridged-Ethylene Hybrid (BEH), Charged-Surface Hybrid
Fluoro-phenyl (FPh), High-Strength Silica C18 (C18), Torus 1-Amino Anthracene (1-AA) e
Torus 2-picolylamine (2-PIC) (Figura 19), todas da linha Acquity UPC2 obtidas da Waters Co.
(Milford, EUA), com tamanho de partículas sub-2 µm e com colunas de dimensões de 2,1 x
50,0 mm, com exceção da BEH, de dimensões 2,1 x 150,0 mm.
Figura 19: Estruturas químicas das fases estacionárias utilizadas na etapa de screening
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3.2 Instrumentação
As análises cromatográficas foram realizadas no cromatógrafo de convergência (UPC2, do
inglês Ultra Performance Chromatography Convergence) utilizando o software Empower, ob-
tidos da empresa Waters Corporation. O cromatógrafo utiliza injetor automático de amostra,
com um sistema binário de bombeamento de fase, no qual uma das bombas é dedicada ao CO2,
e com um detector por arranjo de diodos.
O tratamento de dados foi feito no MatLab R2013b (MathWorks Inc., Natick, EUA), Design
Expert, versões 9 e 11 (StatEase Inc., Minneapolis, EUA), MS Excel 2016 (Microsoft Co.,
Washington, EUA) e a validação foi realizada no Action Stat (Portal Action, São Carlos, Brasil).
3.3 Solubilidade
A solubilidade dos 8 analitos em concentração de 2,0 mg mL-1 foi avaliada em 4 solven-
tes diferentes: MeOH, EtOH, i-PrOH e ACN. Os diluentes incluídos na seção seguinte foram
preparados com base nos resultados obtidos nesta etapa.
3.4 Screening
Avaliou-se de forma sistemática o conjunto das 5 FE, 4 modificadores orgânicos de fase
móvel (FM) e 4 diluentes por meio de um planejamento categórico multinível. Um total de 80
experimentos foi previsto (5 x 4 x 4). Os modificadores da FM foram MeOH:H2O 95:5 (v/v),
EtOH:H2O 95:5 (v/v), i-PrOH:H2O 95:5 (v/v), e ACN. Os diluentes foram MeOH:EtOH 3:2
(v/v), EtOH, i-PrOH:EtOH 3:2 (v/v), e ACN:EtOH 3:2 (v/v) e a amostra foi uma mistura dos 8
analitos a 1,0 mg mL-1 preparada a partir de uma solução estoque em EtOH a 2,0 mg mL-1.
O método cromatográfico utilizado empregou uma vazão da fase móvel de 1,50 mL min-1,
em temperatura de 40 ◦C e pressão de 1500 psi. O volume injetado foi de 1,0 µL e a eluição foi
realizada em modo gradiente linear de 0% até 30% de modificador em 5 minutos, mantendo-
se na proporção CO2:Modificador 70:30 por mais 2,5 minutos para total eluição dos analitos,
retornando à condição inicial em mais 2,5 minutos. Por fim, o sistema manteve-se em equilíbrio
por mais 5 minutos antes de nova injeção. A influência da concentração inicial de modificador
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na fase móvel (5%, 10%, 15%, 20% e 25%) foi avaliada nas condições selecionadas de FE,
modificador e diluente da etapa anterior.
3.5 Planejamento Composto Central
Realizou-se o planejamento Composto Central para avaliar a influência da densidade do
fluido por meio da variação dos parâmetros pressão, temperatura e concentração final de mo-
dificador, com eluição gradiente. As demais condições foram definidas na etapa anterior. As
respostas avaliadas foram o fator de retenção (k), seletividade em termos de fator de separação
(α), resolução (Rs), e eficiência em termos de número de pratos (N). A Tabela 3 apresenta os
níveis dos parâmetros avaliados e a Tabela 4 mostra a combinação dos níveis. A vazão da FM
foi avaliada nos níveis 1,50; 1,65; 1,80; 2,00 mL min-1 empregando a condição selecionada no
planejamento experimental.
Tabela 3: Parâmetros do planejamento Composto Central e os valores utilizados em cada nível
Pontos Fatoriais Pontos Axiais Ponto Central
Parâmetros - 1 + 1 - α + α 0
Pressão (psi) 1700 2200 1530 2370 1950
Temperatura (◦ C) 30,0 45,0 25,0 50,0 37,5
Modificador (%) 18,0 25,0 15,5 27,5 21,5
3.6 Validação
A validação foi realizada de acordo com as normativas da ANVISA. Para determinação do
teor dos fármacos em medicamentos, as figuras de mérito utilizadas foram seletividade, faixa
de trabalho, linearidade, exatidão em termos de recuperação, precisão (repetibilidade intradia
e intermediária). Em seguida, o método desenvolvido e validado foi aplicado em amostras
comerciais. Cada procedimento é detalhado a seguir.
3.6.1 Seletividade
A seletividade foi determinada em termos de pureza de pico, injetando-se o solvente de
injeção, o solvente com o placebo e apenas a FM (injetando-se 0,0 µL de volume, conforme
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Tabela 4: Condições do planejamento Composto Central para cada ponto. A concentração de
modificador refere-se ao seu teor final após eluição gradiente a partir de 5% de EtOH:H2O 95:5
(v/v), em 4 minutos
Ponto Experimental Pressão (psi) Temperatura (◦C) Modificador (%)
01 1700 30,0 18,0
02 2200 30,0 18,0
03 1700 45,0 18,0
04 2200 45,0 18,0
05 1700 30,0 25,0
06 2200 30,0 25,0
07 1700 45,0 25,0
08 2200 45,0 25,0
09 1530 37,5 21,5
10 2370 37,5 21,5
11 1950 25,0 21,5
12 1950 50,0 21,5
13 1950 37,5 15,5
14 1950 37,5 27,5
15 1950 37,5 21,5
16 1950 37,5 21,5
17 1950 37,5 21,5
18 1950 37,5 21,5
19 1950 37,5 21,5
a FM é composta majoritariamente por CO2), e o fármaco extraído de uma mistura do padrão
com o placebo em nível de 100%.
Foi preparado um placebo representativo para todos os fármacos com base na função dos
excipientes e na frequência em que eles estão presentes nos medicamentos disponíveis comer-
cialmente. A Tabela 5 mostra os excipientes utilizados para preparar o placebo, a quantidade
relativa de cada um e sua função no medicamento. É esperado que as componentes do placebo
não sejam solúveis no diluente utilizado.
Tabela 5: Quantidades relativas e funções de cada excipiente
Excipiente Quantidade relativa (%) Função farmacológica
Lactose monoidratada 56 Diluente
Celulose microcristalina 22 Diluente/Aglutionante
Croscarmelose sódica 10 Desintegrante
HPMCa 5 Formador de matriz
Estearato de magnésio 5 Lubrificante
Lauril sulfato de sódio 2 Surfactante
aHidroxi-propilmetilcelulose
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Para preparar uma solução estoque, pesaram-se 160 mg de placebo, 40 mg do fármaco e
diluiu-se com 20 mL de solvente, utilizando-se ACN:EtOH 3:2 (v/v) para SNV, LOV, EZT,
FLV e RSV e MeOH para PRV, PTV e ATV. A solução resultante de 2,0 mg mL-1 do fármaco
foi diluída para 1,0 mg mL-1 (nível de 100%). Para a solução do placebo, pesaram-se 200 mg
da mistura de excipientes e realizou o mesmo procedimento de diluição.
3.6.2 Faixa de trabalho e linearidade
A faixa de trabalho para determinação de teor é definido pela ANVISA de 80% a 120% da
concentração esperada do fármaco. Desta forma, para SNV, LOV, EZT, FLV, RSV e ATV a
faixa de trabalho foi determinada em 0,8 à 1,2 mg mL-1. A linearidade foi avaliada preparando-
se soluções padrão em triplicata em 5 níveis: 0,8; 0,9; 1,0; 1,1; 1,2 mg mL-1. Para PRV e
PTV, os níveis foram: 0,32; 0,36; 0,40; 0,44; 0,48 mg mL-1. A resposta do sinal em função
da concentração foi avaliada com base no coeficiente de correlação de Pearson r ≥ 0, 990 e a
significância do modelo foi avaliada com base no teste F da ANOVA.
A análise dos resíduos foi avaliada com base em suas distribuições Normal (teste de Shapiro-
Wilk e análise de gráficos do tipo QQ-plot), homocedasticidade (teste de Conchran) e indepen-
dência entre os resultados obtidos (teste de Durbin-Watson). A possível presença de resultados
anômalos foi avaliada por gráficos de resíduos padronizados vs valores ajustados, em um inter-
valo de ± 3 desvios-padrão. Todos os testes mencionados foram executados considerando um
nível de significância de 5%.
3.6.3 Exatidão
A exatidão do método foi calculada com base na recuperação de uma mistura do placebo
com o padrão. A recuperação foi avaliada em triplicada no nível de 80% (0,8 mg mL-1), de
100% (1,0 mg mL-1) e de 120% (1,2 mg mL-1). Para PRV e PTV, a recuperação foi avaliada no
nível de 100% (0,4 mg mL-1) em seis replicatas.
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3.6.4 Precisão
A precisão do método foi calculada em termos de coeficiente de variação (CV, %) como
precisão intradia (dispersão dos resultados em um mesmo dia) e intermediária (dispersão dos
resultados comparando a medida em dois dias diferentes). Foi utilizado o mesmo procedimento
que o da seção 3.6.3.
3.6.5 Aplicação em produtos comerciais
Utilizou-se pelo menos um medicamento comercial de cada fármaco e da associação esta-
tina/ezetimiba (quando disponível) obtidos de farmácias locais. Pesaram-se, individualmente,
20 comprimidos, os quais foram homogeneizados em almofariz com pistilo. Então, pesou-se
a massa média de um comprimido. Utilizou-se o solvente de diluição conforme especificado
na seção 3.6.1 de forma que a concentração do fármaco em solução fosse do nível de 100%
da faixa de trabalho. Esse procedimento foi realizado três vezes para a massa de comprimidos
homogeneizados para avaliar a recuperação e a precisão.
A Figura 20 ilustra um resumo do procedimento experimental abrangendo da seção 3.4 até
a seção 3.6.
Figura 20: Resumo do procedimento experimental
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3.7 Separação Matemática
Foi aplicado o algoritmo quimiométrico MCR-ALS (do inglês Mutivariate Curve Resolution-
Alternating Least Squares) para separação matemática de picos coeluídos, empregando o MCR
Gui 2.0 (Barcelona, Espanha). Foram utilizadas soluções de SNV, LOV, EZT, FLV e RSV para
fazer uma curva univariada e suas misturas nas mesmas concentrações para a separação ma-
temática dos sinais. As concentrações utilizadas foram: 0,10; 0,15; 0,25; 0,40; 0,50; 0,75 e
1,00 mg mL-1. Foi utilizado nessa etapa o método não otimizado, com coluna Torus 1-AA,
MeOH:H2O 95:5 (v/v) como modificador orgânico, diluente ACN:EtOH 3:2 (v/v), eluição por
gradiente de 0 a 24% de modificador orgânico em 4 min, com volume de injeção de 1,0 µL.
4 Resultados e Discussão
4.1 Solubilidade dos analitos
Devido à natureza multiproduto do desenvolvimento de método proposto, as soluções de
injeção foram preparadas de forma que todos os analitos fossem solúveis no mesmo meio. Os
solventes foram escolhidos com base nos modificadores de fase móvel usualmente utilizados
em cromatografia de fase reversa. A Tabela 6 apresenta os resultados para a solubilidade dos
analitos em cada solvente em concentração de 2,0 mg mL-1. Todos os fármacos são muito
solúveis em MeOH e solúveis em EtOH. Os fármacos RSV e EZT não são solúveis em i-PrOH,
enquanto FLV, PTV e ATV não são solúveis em i-PrOH e em ACN.
Uma solução estoque 2,0 mg mL-1 foi preparada para ser diluída em cada um dos solventes
para que as soluções de injeção contivessem cada diluente. O solvente escolhido para preparar
a solução estoque foi o EtOH e a solução de injeção foi preparada na concentração de 0,5
mg mL-1 na proporção de diluente:EtOH 3:2 (v/v). Os espectros da Figura 21, obtidos de
forma individual, foram utilizados para identificar cada analito. Embora o MeOH solubilizasse
melhor o conjunto de analitos, ele não foi utilizado porque os fármacos SNV e LOV, que se
encontram na forma de lactona, se convertem em meio metanólico aos seus correspondentes
hidróxi-ácidos. Dessa forma, o EtOH foi selecionado como solvente para o preparo da solução-
estoque, como será explicado a seguir.
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Tabela 6: Solubilidade dos analitos em diferentes solventes. A classificação de solubilidade foi
realizada de forma visual: (++) = muito solúvel; (+) = solúvel após 15 minutos de ultrassonifi-
cação; (-) = levemente solúvel; (- -) = insolúvel
Solventes
Analitos MeOH EtOH i-PrOH ACN
Sinvastatina ++ ++ + +
Lovastatina ++ + + +
Fluvastatina ++ ++ - - -
Rosuvastatina ++ + - - ++
Pravastatina ++ + + - -
Pitavastatina ++ + - - - -
Atorvastatina ++ + - - - -
Ezetimiba ++ ++ - + +
Figura 21: Espectros e comprimentos de onda de máxima absorção para identificação de cada
fármaco
4.1.1 Estabilidade dos fármacos em MeOH
A possibilidade de conversão da lactona para a forma ácida pode ser compreendida partindo-
se da hipótese de que o anel de 6 membros da SNV e LOV (Figura 1, página 25) pode ser atacado
pelo solvente prótico, sofrendo abertura e resultando na forma ácida, a qual apresenta cadeia
aberta, como as demais estatinas. Foi observado ainda que a presença de sal na solução acelerou
a conversão – o sal é proveniente das formas de administração das outras estatinas, aniônicas
contra-balanceadas por cátions sódio ou cálcio. Estas observações estão coerentes com dados
relatados na literatura, como a metanólise em meio salino111 ou em meio alcalino (solvólise do
ânion).112
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Esse fenômeno foi avaliado utilizando a forma lactona da sinvastatina (SNV-L) em 4 situ-
ações: i) na presença de um solvente prótico, individualmente (MeOH ou EtOH); ii) com uma
mistura do solvente prótico e ACN na proporção ACN:Álcool 3:2 (v/v); iii) para cada situação
anterior, a SNV-L foi preparada individualmente; ou iv) a SNV-L foi preparada na presença de
mais um fármaco (RSV, FLV, ATV ou EZT) ou na presença de todos. Nas soluções, a con-
centração de SNV-L preparada foi de 1,0 mg mL-1. Na presença de apenas um fármaco, a
concentração da RSV, FLV, ATV ou EZT foi de 1,0 mg mL-1 e, na presença de todos na mesma
solução, a concentração de cada um foi de 0,25 mg mL-1. Injeções foram realizadas a cada
48 horas para avaliar o perfil cromatográfico. A proporção relativa de SNV-L foi avaliada in-
tegrando a área sob seu sinal cromatográfico em 2,50 minutos, sendo que a soma com o sinal
relativo à sua forma ácida, de cadeia aberta (SNV-H), em 2,00 minutos, foi de 100%.
A Figura 22a mostra que, até o sétimo dia, a tendência segue para um equilíbrio lac-
tona:ácido na proporção de 1:9 em área na presença de outras estatinas em meio puramente
metanólico. A Figura 22b mostra que, em presença de ACN, essa conversão é desacelerada.
Ainda, um conversão forçada em presença de HCl 0,01 mol L-1, causando hidrólise ácida na
lactona, também chegou à razão de 1:9 encontrada no meio metanólico, mas em apenas 4h após
a reação (Figura 22c).
A Figura 23 mostra o perfil cromatográfico para as 4 situações avaliadas. Em EtOH, a
conversão foi observada apenas na presença dos sais (sem ACN)e após 7 dias, mas na mistura
com ACN ela não ocorreu no mesmo período avaliado, o que sugere que a solvatação da ACN
bloqueia o acesso do ataque prótico ao anel da lactona. Por outro lado, observou-se que, em
todas as condições, a presença de MeOH provoca a abertura do anel de lactona, sendo esse
efeito mais pronunciado na presença de sais e na ausência de ACN (conversão atingiu 90%).
Esses resultados mostraram a importância de avaliar o solvente de preparo da amostra pois,
mesmo que todos os analitos sejam solúveis, a interação entre as espécies químicas pode preju-
dicar posteriores análises quantitativas. O EtOH foi então escolhido como solvente para preparo
de solução estoque devido à cinética de conversão da lactona ser lenta na presença deste sol-
vente, solubilizar todos os analitos simultaneamente e estar ligado à iniciativa da química verde
por ser menos tóxico para o analista e para o meio ambiente.
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(a) (b)
(c)
Figura 22: Conversão de SNV-L em diferentes meios, na ausência e na presença de outros
fármacos. (a) Solução de MeOH; (b) Solução de ACN:MeOH 3:2 (v/v); (c) Solução de MeOH
com HCl 0,01 mol L-1.
Figura 23: Conversão de SNV-L para sua forma ácida (SNV-H) em diferentes soluções na
presença ou ausência de outras estatinas em forma de sais
4.2 Screening
Em linhas gerais, os fatores FE e modificador orgânico da FM, além da interação entre
eles, mostraram-se significativos na retenção dos fármacos, enquanto o diluente utilizado não
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apresentou influência significativa nesta resposta, considerando o volume de injeção empregado.
A Figura 24 mostra o gráfico de distribuição semi-normal dos fatores para a SNV, destacando
os fatores FE (A), FM (B) e a interação FExFM (AB) distantes da reta, evidenciando que estes
parâmetros têm efeitos significativos na resposta tR (tempo de retenção). O diluente (C) está
localizado em cima da reta e implica que esse fator não apresentou efeito significativo sobre
a resposta. O fator de interação AB evidencia que, além da análise individual dos fatores, a
retenção também depende de suas combinações. Assim, o mecanismo de interação do analito
com a FM e com a FE deve ser levado em consideração para estabelecer as melhores condições
cromatográficas para prosseguir com o desenvolvimento de método. Como o mesmo perfil de
distribuição semi-normal é encontrado para os demais fármacos, eles não serão apresentados.
Em seguida, cada parâmetro será descrito individualmente.
Figura 24: Gráfico de efeito da distribuição semi-normal (Half-Normal Plot) para os parâmetros
estudados no planejamento Categórico Multinível. Os parâmetros distantes da curva (linha
vermelha) indicam que eles apresentam efeitos significativos para a resposta estudada (tempo
de retenção). O parâmetro C (Diluente) não apresentou efeito significativo para esta resposta
4.2.1 Fase Estacionária
As FE foram escolhidas com base em seus descritores, estudados amplamente por West et
al,48 na qual se adicionou em relação à Equação 7, página 48, os descritores D- e D+ para incluir
solutos iônicos (Equação 24).
logk = c+ eE + aA+ bB + sS + vV + d−D− + d+D+ (24)
Neste modelo, as colunas são classificadas com base nos parâmetros dos solutos E, A, B, S,
V, D- e D+ – respectivamente, a refração molar em excesso, a polarizabilidade/dipolaridade, a
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interação de doação de ligação de hidrogênio (caráter ácido), a interação de recepção de ligação
de hidrogênio (caráter básico), o volume característico de McGowan, a carga negativa de uma
espécie aniônica, e a carga positiva de uma espécie catiônica – tendo como resposta o fator de
retenção k. Cada descritor é relativo às propriedades específicas dos solutos e os coeficientes e,
a, b, s, v, d-, e d+ representam as constantes do sistema como resultado da interação entre fase
estacionária e fase móvel. A constante c é proporcional apenas à razão de fase do sistema.
Por este modelo, sabe-se que as colunas FPh e C18 têm similaridades entre si em termos
de retenção, assim como 2-PIC e 1-AA, enquanto a coluna BEH detém uma dissimilaridade
maior entre o conjunto de FE. Para comparar os resultados das colunas no screening, o perfil
cromatográfico obtido para cada FE está mostrado na Figura 25.
Figura 25: Cromatogramas mostrando os perfis dos picos obtidos em diferentes FE. Condições
cromatográficas – pressão: 1500 psi, temperatura: 40 ◦C, eluição: modo gradiente linear de
0-30% de modificador MeOH:H2O 95:5 (v/v) em 5 minutos, vazão: 1,50 mL min-1, volume de
injeção: 1,0 µL, diluente: MeOH:EtOH 3:2 (v/v), detecção: 240 nm. Identificação dos picos: 1
- SNV; 2 - LOV; 3 - EZT; 4 - FLV; 5 - RSV; 6 - PTV; 7 - PRV; 8 - ATV.
As similaridades entre as colunas é o primeiro ponto a se destacar. As colunas FPh e C18
apresentaram formato de pico adequado para SNV, LOV e EZT, mesmo com a coeluição das
duas primeiras. Contudo, os demais analitos tiveram uma pobre separação além de formato
inadequado dos picos, provavelmente devido às suas formas iônicas, em função da interação
com os silanois residuais da coluna. A menor interação com a fase estacionária é evidenciada
pelo tempo de eluição mais curto, abaixo de 3 minutos. No outro extremo, a coluna BEH
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também não apresentou formato de pico adequado, apesar de permitir melhor separação dos
analitos. SNV e LOV também coeluíram nessas condições, junto com a EZT, o que justifica o
pico largo próximo a dois minutos, apesar de manter a simetria. O alargamento dos picos dos
demais analitos também sugere uma interação prolongada com os silanois residuais, já que essa
FE não tem um grupo ligante e as interações ocorrem mais próximas à superfície do suporte.
As colunas 2-PIC e 1-AA apresentaram os melhores perfis cromatográficos, com picos mais
simétricos e uma melhor resolução entre os analitos. O maior tempo de eluição também sugere
uma maior interação com as FE, uma vez que ambas possuem sítios de interação de hidrogênio,
situado nos grupos hidroxila e amina. Esses grupos da FE favorecem uma maior interação com
analitos que possuem sítios com caráter doador (ou ácido) de ligação de H (em direção aos
elétrons de um grupo receptor de ligação de H na FE) e com sítios com caráter receptor (ou
básico) de H (em direção aos hidrogênios de um grupo doador de ligação de H na FE). Além
disso, um analito rico em elétrons, como duplas conjugadas ou anéis aromáticos, tem interação
favorecida com os elétrons do tipo não-ligante (n) e pi da cadeia aromática da piridina (2-PIC) ou
antraceno (1-AA). O tamanho do analito também favorece interações por dispersão da nuvem
eletrônica.
Essas características e os perfis cromatográficos obtidos estão de acordo com a Equação
24 e com as propriedades físico-químicas dos analitos. O maior tempo de retenção observado
na coluna 2-PIC pode ser atribuído à maior contribuição do descritor d- em razão da natureza
aniônica dos analitos. SNV, LOV e EZT, por outro lado, são eluídos mais rapidamente na
coluna 2-PIC do que na 1-AA. Além disso, nota-se que o formato dos picos nas duas colunas
não sofreram alargamentos mesmo na ausência de aditivos, configurando uma vantagem dessas
colunas para o desenvolvimento de método.
Vale destacar que, na tradicional RP-HPLC, uma forma de prever a retenção dos analitos
é observar o logP. Quanto menor o logP, o analito é mais solúvel em água, ou seja, mais po-
lar.64 Entretanto, em UHPSFC nem sempre a ordem de polaridade resulta na mesma ordem
de eluição, e os cromatogramas mostraram isso. Por outro lado, uma relação maior é obtida
comparando-se os grupos químicos que têm caráter ácido (no de doadores de H), caráter básico
(no de receptores de H) e caráter aromático (no de anéis aromáticos), que podem ser consultados
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na Tabela 1, página 30. Observa-se que a ordem de eluição encontrada é, em geral, proporci-
onalmente associada ao número dessas características físico-químicas, além de outras proprie-
dades, como área superficial polar e volume da molécula, já destacado em outros trabalhos da
literatura.49, 113 Atribui-se a essa característica peculiar da UHPSFC a uma complementaridade
à UHPLC, em termos de seletividade, dependendo do tipo de analito que se deseja identificar, e
não a uma vantagem ou desvantagem da técnica.23
A coluna 1-AA foi a única capaz de separar parcialmente a SNV da LOV de forma que,
mesmo que não haja separação na linha de base após otimização de método, eles podem ser
detectados em uma eventual mistura através do algoritmo quimiométrico MCR-ALS. Esse al-
goritmo permite a separação matemática (quando a separação física na coluna não é atingida)
dos picos coeluídos desde que haja uma das seguintes restrições: (i) ou o par não resolvido
tem espectros diferentes; ou (ii) haja alguma diferença no tempo de retenção, principalmente se
os espectros forem iguais. Como SNV e LOV têm espectros de absorção semelhantes, apenas
a coluna 1-AA permitiria essa aplicação quimiométrica por apresentar diferença no tempo de
retenção, respeitando a segunda restrição. Mais detalhes estão contidos na seção 4.8.
4.2.2 Natureza do modificador orgânico
Como visto no tópico anterior, a retenção dos fármacos seguiu uma tendência que não era
aquela que se esperava considerando-se o logP. Este fato também se deve às propriedades de
solvatação do dióxido de carbono como FM, que apesar de ser apolar exibe algumas proprieda-
des de solvente na condição supercrítica. Por exemplo, Hojjati et al.114 estudaram a solubilidade
do ponto de vista termodinâmico de cinco estatinas (SNV, LOV, FLV, RSV e ATV) em diferen-
tes densidades de CO2 supercrítico. Os resultados obtidos neste trabalho estão condizentes com
a solubilidade calculada no trabalho citado: SNV e LOV são mais solúveis nas condições de
pressão e temperatura estudadas, enquanto ATV é menos solúvel, o que leva ao menor e maior
tempo de retenção, respectivamente, além das propriedades dos solutos já discutidas. A adição
de modificador orgânico ajudou a reduzir o tempo de análise, mas outras interações em função
da natureza do cossolvente e da química da FE também podem estar presentes.
A Figura 26 mostra a retenção dos analitos em função da FE, organizada em ordem crescente
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de polaridade,48 e a natureza do modificador orgânico. Espera-se que a força de eluição dos
álcoois e, consequentemente, da FM, diminua à medida em que sua cadeia aumenta, mas o
i-PrOH apresentou tempos de retenção mais curtos que o EtOH para SNV, LOV e EZT nas
colunas C18 e FPh. Na presença desses modificadores orgânicos, os tempos de eluição foram
iguais para PTV, PRV e ATV na coluna FPh. Para as colunas mais polares, o resultado foi mais
coerente com o esperado, seguindo um comportamento quase linear, sobretudo na coluna mais
polar BEH. Porém, o tempo de retenção do par SNV/LOV foi o mesmo tanto em EtOH quanto
em i-PrOH na coluna 2-PIC.
Figura 26: Gráficos de interação entre FE e FM, indicando as diferenças no tempo de retenção
de cada analito em função desses dois parâmetros.
Como esperado, o modificador orgânico MeOH tornou os tempos de retenção menores de-
vido à sua maior força de eluição - e a maior solubilidade dos analitos nesse modificador. En-
tretanto, para avaliar melhor o efeito do modificador orgânico sobre a retenção dos analitos, é
necessário avaliar também a interação com a FE. Se a eluição ocorresse em CO2 puro, a FM
teria força semelhante ao modo NP-HPLC, o mecanismo seria predominantemente de adsorção
sobre os sítios ativos da FE. Porém, estudos sobre a cromatografia de fluido sub/supercrítico
mostram que, em pequenas quantidades de modificador orgânico adicionadas à FM, há o re-
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cobrimento do suporte com uma película do solvente orgânico que se adsorve à FE.115, 116 Este
recobrimento reduz os sítios ativos e favorece um mecanismo de retenção por partição. Na
ausência de fase aquosa, esse mecanismo é muito dependente da natureza do modificador orgâ-
nico. Isso confere um caráter mais polar mesmo em colunas menos polares, como C18 e FPh,
e melhora a eficiência e formato dos picos, através de doadores ou aceptores de ligações de
hidrogênio ou interações de polarizabilidade.58, 116
A ACN foi retirada do estudo porque sua força de eluição é muito baixa, o que refletiu em
tempos de retenção elevados e incompatíveis com a proposta do projeto em desenvolver um
método rápido. Além disso, em concentrações desse modificador na fase móvel de até 30%, a
imiscibilidade com o CO2 supercrítico ficou evidenciada pelo ruído instrumental elevado que
impossibilitaria a detecção dos analitos (Figura 27).
Figura 27: Cromatograma ilustrativo da imiscibilidade entre ACN e CO2. Apenas SNV (1),
LOV (2) e EZT (3) foram eluídas.
As Figuras 28a e 28b mostram os cromatogramas obtidos usando as colunas 1-AA e 2-PIC,
que apresentaram o melhor desempenho em termos de seletividade e formato dos picos. A
investigação com base no modificador orgânico apresentou alguns pontos que valem ser des-
tacados. Seguindo a ordem MeOH > EtOH > i-PrOH, a resolução entre EZT, FLV e RSV
aumenta, mas PTV e PRV tendem a coeluir na coluna 1-AA. Um comportamento oposto é
observado na coluna 2-PIC: seguindo a ordem de álcool mais polar para menos polar, o par
RSV (5) e FLV (4) (que têm a ordem de eluição invertida em relação à outra coluna) tendem a
coeluir, enquanto o par PTV (6) e PRV (7) tende a se separar (também com ordem de eluição
invertida). Independente do modificador, SNV (1) e LOV (2) estão parcialmente separadas na
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coluna 1-AA, enquanto coeluem na coluna 2-PIC. EZT (3) e ATV (8) foram as únicas que não
coeluíram em nenhuma situação.
(a) Cromatogramas na coluna 1-AA
(b) Cromatogramas na coluna 2-PIC
Figura 28: Cromatogramas mostrando os perfis dos picos usando diferentes modificadores or-
gânicos na FM. Fases estacionárias: (a) coluna 1-AA, e (b) coluna 2-PIC. Condições cromato-
gráficas – pressão: 1500 psi, temperatura: 40 ◦C, eluição: modo gradiente linear de 0-30% de
modificador orgânico em 5 minutos, vazão: 1,50 mL min-1, volume de injeção: 1,0 µL, dilu-
ente: MeOH:EtOH 3:2 (v/v), detecção: 240 nm. Identificação dos picos: 1 - SNV; 2 - LOV; 3 -
EZT; 4 - FLV; 5 - RSV; 6 - PTV; 7 - PRV; 8 - ATV.
Estes resultados deixam mais claro a importância de avaliar o conjunto FE e FM antes de
selecionar as condições finais para otimização do método. Como as colunas 1-AA e 2-PIC mos-
traram grande potencial para analisar esses fármacos, elas foram selecionadas para um estudo
complementar, descrito na seção 4.2.4. Os modificadores orgânicos MeOH e EtOH também
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foram selecionados, pois a diferença de tempo de eluição não foi muito grande. Entretanto,
devido à maior viscosidade, o i-PrOH foi preterido por comprometer a pressão do sistema cro-
matográfico.
O motivo da presença de água na proporção de 5% em relação ao modificador orgânico é
que ela age como um aditivo na FM, algo não usual nas tradicionais técnicas cromatográficas.
É importante mantê-la em concentrações baixas, pois água e CO2 são totalmente imiscíveis e,
portanto, não é possível trabalhar com soluções aquosas nesta técnica. Entretanto, a equipe de
pesquisadores da Waters descobriu que, na ausência de água na FM, álcoois reagem com os si-
lanois residuais das FE, formando alquil-silil-éter, um composto neutro e apolar, principalmente
na presença de MeOH, por ser um álcool mais reativo.117 Essa reação modifica drasticamente
o mecanismo de retenção ao longo do tempo, comprometendo a reprodutibilidade das injeções.
A solução proposta foi adicionar uma pequena fração de água ao modificador, revertendo o
equilíbrio de formação do éter.
A presença de água na FM ainda modifica a seletividade da separação, como mostrado
na Figura 29. A seletividade da PTV e da PRV são alteradas, enquanto a RSV se torna par-
cialmente separada da FLV em concentrações maiores de água. Em concentração de 7,5%, a
quantidade de água adsorvida na FE parece atingir a saturação, e um largo sinal surge no croma-
tograma, sobrepondo-se ao sinal da EZT (entre 3,0 e 3,5 minutos). Com base nessa observação,
a quantidade de água no modificador orgânico foi mantida constante em 5% (v/v) para fins de
preservação da coluna ao longo das corridas.
4.2.3 Natureza do diluente
Como dito anteriormente, o diluente não se mostrou um parâmetro significativo na retenção,
mas algumas considerações precisam ser feitas. Como as soluções de injeção foram preparadas
a partir de uma solução estoque em EtOH, na qual todos os analitos são solúveis, e, poste-
riormente, diluídas em MeOH, EtOH, i-PrOH ou ACN, a solução final conteve sempre uma
concentração significativa de etanol (40%, quando não preparada apenas em EtOH). Essa pro-
porção pode sugerir a mitigação do efeito da diferença entre diluentes. No entanto, este fato
pode ser melhor explicado pelo pequeno volume de injeção utilizado.50
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Figura 29: Cromatogramas mostrando o efeito da adição de água na retenção dos analitos. Con-
dições cromatográficas – coluna: Torus 1-AA, pressão: 1500 psi, temperatura: 40 ◦C, eluição:
modo gradiente linear de 0-30% de modificador orgânico em 5 minutos, vazão: 1,50 mLmin-1,
volume de injeção: 1,0 µL, diluente: ACN:EtOH 3:2 (v/v), detecção: 240 nm. Identificação
dos picos: 1 - SNV; 2- LOV; 3 - EZT; 4 - FLV; 5 - RSV; 6 - PTV; 7 - PRV; 8 - ATV.
Abrahamsson e Sandahl49 investigaram um amplo conjunto de solventes com base em suas
propriedades físico-químicas e as interações com diferentes fases estacionárias e solutos. Suas
conclusões foram que a influência dos diluentes sobre o formato dos picos é mais nítida em
grandes volumes de injeção, em contraste com 1,0 µL usado até aqui e que os diluentes não têm
efeitos significativos sobre o tempo de retenção. Além disso, os diluentes estudados neste pro-
jeto apresentaram desempenho semelhante sobre a eficiência de separação no trabalho citado, o
que sugere que, qualquer que fosse a proporção na mistura, os resultados não seriam diferentes
em termos de formato dos picos.
A Figura 30 apresenta os perfis cromatográficos para os 4 diluentes evidenciando que não
há diferença nos tempos de retenção dos analitos e no formato dos picos. Os diluentes EtOH
e ACN:EtOH 3:2 (v/v) foram selecionados para a próxima etapa, uma vez que em presença
de MeOH foram observadas as limitações indicadas na seção 4.1.1, e em presença de i-PrOH
houve separação de fases ao longo do tempo.
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Figura 30: Cromatogramas mostrando os perfis dos picos obtidos com diferentes diluentes.
Condições cromatográficas: pressão: 1500 psi, temperatura: 40 ◦C, eluição: modo gradiente
linear de 0-30% de modificador EtOH:H2O 95:5 (v/v) em 5 minutos, coluna: Torus 1-AA,
vazão: 1,50 mL min-1, volume de injeção: 1,0 µL, detecção: 240 nm. Identificação dos picos:
1 - SNV; 2 - LOV; 3 - EZT; 4 - FLV; 5 - RSV; 6 - PTV; 7 - PRV; 8 - ATV.
4.2.4 Volume de injeção
Um estudo complementar ao screening foi realizado com o mesmo planejamento categórico
multinível, empregando as condições selecionadas a partir da etapa anterior: colunas 1-AA e
2-PIC, modificadores orgânicos MeOH e EtOH e diluentes EtOH e ACN:EtOH 3:2 (v/v). Em
adição, o volume de injeção foi avaliado em quatro níveis, resultando em um planejamento 23
com os mesmos fatores do screening, mas com 4 injeções em cada ponto, variando-se o volume
de injeção de 0,5 até 2,0 µL. O impacto desses fatores sobre as respostas cromatográficas fator
de alargamento e eficiência, em termos de número de pratos, foi estudado.
Esse estudo permitiu avaliar o efeito do volume de injeção nas diferentes condições de FE,
FM e diluente. Os resultados seguintes complementam as análises dos tópicos anteriores como
ferramentas de decisão para a escolha das condições cromatográficas iniciais para otimização
do método. Como apenas EZT e ATV não tiveram sobreposição de sinais com outros analitos,
esses fármacos foram selecionados para avaliação dos parâmetros cromatográficos. Contudo, a
solução foi preparada na ausência da LOV para que a SNV também pudesse ser avaliada nesse
estudo.
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Fator de Alargamento (TF )
Para a SNV, foi obtido um As próximo a 1,0 na coluna 1-AA independente das demais
condições. Na coluna 2-PIC, o volume de injeção se mostrou significativo, causando variações
em TF de 0,76 a 1,15 (Figura 31). Para a EZT, a combinação coluna 1-AA e modificador
orgânico EtOH apresentou picos mais simétricos, independente do volume de injeção e dilu-
ente, enquanto a coluna 2-PIC apresentou TF abaixo de 0,8 em qualquer condição (Figura 32).
Para a ATV, a assimetria foi significativamente igual na coluna 1-AA com o modificador tanto
MeOH quanto EtOH (TF ≈ 1,22 em 1,0 µL de volume), mas a combinação 2-PIC com MeOH
forneceu TF ≤ 0,89. A Figura 33 mostra essas interações para a ATV, evidenciando que na
coluna 2-PIC os valores de TF são iguais independente das condições de FM e diluente. O
diluente não teve efeito significativo em nenhuma resposta, e as barras de erro para cada ponto
nos gráficos indicam a dispersão dos resultados obtidos para nos diluentes EtOH e ACN:EtOH
3:2 (v/v).
Figura 31: Gráficos da influência do volume de injeção no fator de alargamento (TF ) da SNV,
nas colunas 1-AA e 2-PIC e com modificador MeOH e EtOH.
Número de pratos (N )
O modificador orgânico MeOH forneceu valores mais elevados de eficiência em termos de
número de pratos do que EtOH, enquanto a coluna 1-AA forneceu melhores resultados para
compostos menos retidos SNV e EZT (Figuras 34 e 35, respectivamente), e a coluna 2-PIC
apresentou melhores resultados para a ATV (Figura 36). Assim como para TF , a diferença
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Figura 32: Gráficos da influência do volume de injeção no fator de alargamento (TF ) da EZT,
nas colunas 1-AA e 2-PIC e com modificador MeOH e EtOH.
Figura 33: Gráficos da influência do volume de injeção no fator de alargamento (TF ) da ATV,
nas colunas 1-AA e 2-PIC e com modificador MeOH e EtOH.
fornecida pelos diluentes foi pouco significativa (e seus resultados estão contidos dentro da
barra de erros em cada ponto dos gráficos). Os volumes de injeção menores forneceram melhor
desempenho devido ao menor alargamento dos picos, de forma que, para 1,0 µL de volume
de injeção, todos os analitos apresentaram N maior que 60.000 pratos. Esse resultado indica
que em qualquer condição de FE ou FM, a técnica fornece separação de alta eficiência, de
preferência com volumes baixos, como para este caso.
Esses resultados permitiram selecionar a coluna Torus 1-AA e o modificador orgânico
EtOH, além de manter o volume de injeção em 1,0 µL e o diluente como a mistura ACN:EtOH
3:2 (v/v). Embora a ATV tenha uma eficiência menor em 1-AA com EtOH, o número de pratos
ainda é maior que 70.000 e o fator de alargamento dos picos é mantido próximo de 1,0. O uso
do EtOH também se mostrou vantajoso diante da proposta de uma técnica menos agressiva ao
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Figura 34: Gráficos da influência do volume de injeção na eficiência (N ) da SNV, nas colunas
1-AA e 2-PIC e com modificador MeOH e EtOH.
Figura 35: Gráficos da influência do volume de injeção na eficiência (N ) da EZT, nas colunas
1-AA e 2-PIC e com modificador MeOH e EtOH.
Figura 36: Gráficos da influência do volume de injeção na eficiência (N ) da ATV, nas colunas
1-AA e 2-PIC e com modificador MeOH e EtOH.
meio ambiente, com redução de resíduos tóxicos e que busca recursos de fontes renováveis.
Como os demais analitos são eluídos em tempos intermediários à EZT e à ATV, espera-se
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que as respostas cromatográficas mantenham bom desempenho. Finalmente, antes de realizar
a otimização do método, foi investigado a concentração inicial de modificador orgânico na FM
durante a eluição gradiente com as condições operacionais estabelecidas até aqui.
4.2.5 Concentração inicial de modificador
A eluição do primeiro composto nas condições empregadas até aqui ocorreu por volta de
2,5 minutos e a corrida foi inferior a 5 minutos na coluna 1-AA, em eluição por gradiente com
variação da concentração do modificador orgânico na fase móvel de 0% a 30% em 5 minutos.
A concentração inicial do cossolvente foi estudada para reduzir esse tempo, tornando a análise
mais rápida, com a condição de manter os formatos dos picos. Um aumento na vazão foi
descartado nessa etapa, pois o sistema operava em uma condição próxima da pressão limite
com 30% de modificador orgânico. A Figura 37 mostra os resultados obtidos e, com base
neles, a concentração inicial de 5% foi escolhida para a otimização do método na etapa do
planejamento Composto Central. A concentração final de modificador orgânico foi escolhida
como parâmetro crítico desse planejamento. A LOV não foi usada nesse estudo para se avaliar
o formato do pico da SNV em função da concentração do modificador orgânico.
A concentração de 10% apresentou indícios de que alguns analitos, em particular a SNV,
tiveram seus picos alargados. As demais concentrações apresentaram tempos de análise muito
curtos (menos de 2 minutos), o que levou à coeluição de vários analitos. Com 25% de concen-
tração inicial do modificador orgânico, a elevada solubilidade na FM não permitiu uma maior
interação dos analitos com a FE, e o tempo de eluição foi curto (0,7 minutos).
Para a etapa posterior do desenvolvimento, alterou-se a variável "concentração final de mo-
dificador na eluição gradiente"de 30% para 25% e o tempo de eluição foi reduzido de 5 minutos
para 4 minutos. Essa escolha foi feita com base no perfil cromatográfico referente à condição
de 5% de modificador na Figura 37, onde em 4 minutos houve eluição total, correspondente à
25% de teor da fase orgânica. Essa alteração visou reduzir a quantidade de modificador para
eluição, aliviando a pressão interna do sistema, uma vez que o fluido se torna menos viscoso.
Entretanto, a variação linear do gradiente foi mantida para o mesmo intervalo de tempo, ou
seja, 5% de modificador orgânico/min. O nível (+) do planejamento experimental (Tabela 3) foi
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Figura 37: Cromatogramas mostrando os perfis dos picos em função da concentração inicial de
modificador, que variou linearmente do nível avaliado até 30% em 5 minutos. Condições cro-
matográficas – pressão: 1500 psi, temperatura: 40 ◦C, modificador orgânico da FM: EtOH:H2O
95:5 (v/v), coluna: Torus 1-AA, vazão: 1,50 mL min-1, volume de injeção: 1,0 µL, detecção:
240 nm. Identificação dos picos – 1 - SNV; 3 - EZT; 4 - FLV; 5 - RSV; 6 - PTV; 7 - PRV;
8 - ATV. A LOV (2) não foi usada nesse estudo para avaliar o formato do pico da SNV nas
diferentes condições.
decidido com base nessa alteração, de forma que as corridas seguintes estariam sujeitas a uma
variação da força de eluição da FM semelhante durante o gradiente.
4.3 Planejamento Composto Central
As condições cromatográficas empregadas para a etapa de screening forneceram resultados
promissores para a separação dos fármacos redutores de colesterol na coluna 1-AA empregando
o EtOH como modificador orgânico. Entretanto, uma separação até a linha de base não foi
atingida para os pares SNV/LOV, RSV/FLV e PRV/PTV nestas condições, apenas EZT e ATV.
Isso indicou que, para estas condições cromatográficas, os analitos que não atingiram uma boa
resolução entre si possuem descritores de solutos similares, conforme expresso na Equação 24.
Para estudar sistematicamente o mecanismo de retenção que rege essas separações, avaliou-se a
densidade do fluido supercrítico que é dependente da temperatura, da pressão e do modificador
orgânico da fase móvel, os três fatores escolhidos para o planejamento Composto Central. Um
total de 19 experimentos foi executado aleatoriamente empregando um planejamento 23 com
mais seis pontos axiais e cinco repetições no ponto central. A Tabela 4 na página 73 apresenta
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as condições de cada experimento e a Figura 38, seus respectivos perfis cromatográficos.
Figura 38: Cromatogramas mostrando os perfis dos picos obtidos nos pontos do planejamento
Composto Central conforme Tabela 4. Condições cromatográficas mantidas constantes: coluna:
1-AA, modificador orgânico: EtOH:H2O 95:5 (v/v), diluente: ACN:EtOH 3:2 (v/v), eluição:
modo gradiente por 4 minutos de 5% de modificador até o nível determinado no planejamento,
mantendo-se por mais 2 minutos, vazão: de 1,50 mL min-1, volume de injeção: 1,0 µL, detec-
ção: 240 nm. Identificação dos picos: 1 - SNV; 2 - LOV; 3 - EZT; 4 - FLV; 5 - RSV; 6 - PTV; 7
- PRV; 8 - ATV.
A separação dos pares SNV/LOV não foi obtida em nenhuma condição experimental. À
isso, deve-se o fato desses compostos diferirem por apenas um grupo CH3 da SNV em substi-
tuição de um H na LOV (Figura 1). A combinação da FE e FM selecionadas não permitiram
interação suficiente destes fármacos na coluna em nenhuma condição, resultando em coelui-
ção dos mesmos em um tempo de retenção curto. Em um trabalho realizado por Silva et al.,11
relata-se a separação desse par em HPLC, usando uma coluna C8 (250 x 4 mm, 5 µm) com
fases móveis acetonitrila e acido fosfórico 0,1% (65:35) e vazão de 1,5 mL min-1. Os tempos
de retenção foram de 5 minutos (LOV) e de de 7 minutos (SNV). Contudo, propõe-se neste tra-
balho fornecer uma abordagem diferente envolvendo outra ferramenta multivariada, destacada
na seção 4.8.
A EZT e a ATV apresentaram boa resolução em todas as situações. Assim, somente os
pares RSV/FLV e PRV/PTV se mostraram como um desafio possível de ser resolvido com o
planejamento executado. De todos as condições experimentais estudadas, os pontos 03, 04 e 13
apresentaram Rs ≥ 1,5 mas apenas o ponto 13 teve Rs próximo a 2,0. A forma como a densidade
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do fluido altera o comportamento cromatográfico será discutida analisando-se o efeito que cada
fator causa nessa propriedade.
4.4 Efeito dos fatores
O efeito dos fatores foi avaliado de acordo com o modelo de regressão para o planejamento
experimental, conforme Equação 25:
y = aP + bT + cM + dPT + ePM + fTM + gPTM +  (25)
Onde y é a resposta (fator de retenção, fator de alargamento, resolução, fator de separação ou
eficiência), a, b, c, d, e, f, e g são os coeficientes dos fatores pressão (P), temperatura (T),
modificador (M) e suas respectivas interações (ou produto dos fatores), e  é o erro de previsão
do modelo matemático.
A Figura 39a mostra que a temperatura tem um efeito positivo no fator de retenção para
todos os analitos, isto é, uma temperatura maior aumenta o fator de retenção na coluna, algo
incomum para quem está acostumado com as práticas de HPLC. A pressão e o modificador
tiveram coeficientes negativos, indicando que quanto maior for em seus valores, menor será a
resposta (fator de retenção). O modelo mostrou que as interações entre os níveis desses fa-
tores também estão presentes e podem ser significativas, como no caso do fator de separação
mostrado na Figura 39b, e apenas uma abordagem multivariada é capaz de mensurá-las. Na
Figura 39b, os coeficientes para o fator de separação foram calculados entre dois picos adjacen-
tes. Assim, os coeficientes para 2/1 refere-se aos coeficientes dos fatores envolvendo o fator de
separação entre Lovastatina (2) e Sinvastatina (1).
Cada fator estudado é descrito a seguir, com destaque para os efeitos sobre as respostas k
e α. As respostas As e N foram avaliadas apenas para EZT e ATV, que não coeluíram com
nenhum fármaco, permitindo seus cálculos em função dos fatores.
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(b)
Figura 39: Gráfico dos coeficientes estimados para cada fator a partir do Planejamento Com-
posto Central: (a) efeito dos fatores do planejamento sobre o fator de retenção (k), (b) efeito
dos fatores do planejamento sobre o fator de separação (α). Legenda: 2/1 - LOV/SNV; 3/2 -
EZT/LOV; 4/3 - FLV/EZT; 5/4 - RSV/FLV; 6/5 - PTV/RSV; 7/6 - PRV/PTV; 8/7 - ATV/PRV.
4.4.1 Pressão
No planejamento Composto Central, o aumento da pressão implicou em uma redução no
fator de retenção dos analitos. Esse aumento é mais pronunciado em temperatura alta e no
início da eluição, quando a quantidade de modificador orgânico na fase móvel é baixa. Essa
condição torna o fluido mais próximo de um comportamento gasoso, menos denso. Uma maior
pressão aumenta a densidade do fluido ao comprimir as moléculas da fase móvel, aumentando
tanto as interações entre elas quanto a solubilidade dos analitos e, portanto, sua afinidade com
a FM24, 42, 67 (Figura 40). Em outras palavras, quanto menor for a densidade do fluido, mais
compressível ele será e a pressão exercerá maior influência.114, 116 Por isso, os coeficientes para
esse fator são mais significativos sobre o fator de retenção da SNV e da LOV (Figura 39a).
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Quando a concentração de modificador na FM já é maior (acima de 10%), o fluido se torna
menos compressível e a pressão deixa de exercer um efeito mais pronunciado, conforme o
fluido se torna mais denso.
Figura 40: Ilustração do efeito do aumento da pressão sobre a densidade do fluido e consequente
alteração da interação analito-FE.
A Figura 39b mostra que a pressão é um fator com efeito positivo para a separação dos pares
PRV/PTV (7/6), pois tem efeito positivo sobre o fator de separação α. Isso sugere que, em uma
pressão maior, a PRV se torna menos solúvel na FM ou que a PTV se torna mais solúvel. Como,
em geral, a solubilidade em CO2 supercrítico aumenta com o aumento da pressão, em uma
temperatura fixa, a PTV pode se tornar mais solúvel em um fluido pressurizado,114 facilitando
sua separação da PRV. Por outro lado, o efeito da pressão sobre o fator de separação dos pares
RSV/FLV (5/4) é negativo – os fármacos se tornam mais solúveis e a coeluição é favorecida. O
mesmo ocorre para SNV/LOV (1/2), o que dificulta ainda mais obter uma melhor seletividade
entre elas.
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O fator de alargamento da EZT sofre efeito positivo da pressão, isto é, o aumento da pressão
melhora o formato do pico, embora seja uma mudança menos sensível do que temperatura e %
de modificador orgânico. De toda forma, o fator de alargamento situa-se sempre entre 0,9 e 1,0.
A pressão não exerce efeito significativo sobre o fator de alargamento da ATV, que em média
situa-se entre 1,0 e 1,2.
A eficiência da EZT, medida em número de pratos, é reduzida com o aumento da pressão.
Esse fator também altera menos significativamente a eficiência do que temperatura e % de
modificador. Explica-se essa queda pela redução no tempo de retenção do analito em uma
pressão maior – como a largura da base pouco se altera, N é reduzido proporcionalmente à
redução de tR. A pressão também não exerce efeito significativo sobre a eficiência da ATV
- o seu tempo de retenção é maior e, portanto, a concentração de modificador orgânico no
gradiente também, a densidade do fluido é maior e a pressão tem menos influência no fluido
menos compressível.
4.4.2 Temperatura
No planejamento Composto Central, o aumento da temperatura implicou em um aumento
no fator de retenção dos analitos. Esse aumento é contraditório se comparado ao esperado em
cromatografia líquida, na qual o aumento da temperatura faz com que o tempo de análise, ge-
ralmente, se reduza, ou mesmo na cromatografia gasosa, na qual os analitos se tornam mais
voláteis e eluem mais rapidamente. Entretanto, na cromatografia usando um fluido supercrítico
é necessário considerar a FM como um intermediário entre os estados líquido e gasoso. Em
pressão baixa e quantidade de modificador orgânico reduzida, a densidade do fluido supercrí-
tico é baixa e diminui com o aumento da temperatura devido à expansão do fluido. Como os
analitos têm baixa solubilidade no CO2, eles se tornam menos solúveis em um fluido menos
denso, aumentando a interação analito-FE por adsorção e, consequentemente, o tempo de aná-
lise (Figure 41). Por isso, os efeitos da temperatura sobre o fator de retenção na Figura 39a são
positivos e mais pronunciados para SNV e LOV (% baixa de modificador) A Figura 42 mostra
a superfície de resposta para logk da SNV em função da pressão e temperatura. Pressões mais
baixas e temperaturas mais altas aumentam o fator de retenção. Entretanto, estudos apontam
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que para pressões muito altas ou uma quantidade maior de modificador orgânico na FM, o efeito
da temperatura se inverte – o fluido, de tão denso, já age muito mais próximo do estado líquido
e a solubilidade se torna proporcional à temperatura.114, 116, 118
Figura 41: Ilustração do efeito do aumento da temperatura sobre a densidade do fluido e conse-
quente alteração da interação analito-FE.
Em proporções maiores de modificador orgânico, a temperatura tem um efeito menor, mas
ainda é significativamente positivo – o fluido supercrítico ainda é o componente predominante
na FM, que se torna menos densa em maiores temperaturas. Isso é uma característica oposta à
exercida pela pressão, pois a temperatura tem um alcance maior e não apenas no fluido com-
pressível. Além disso, há o efeito negativo de interação com o modificador sobre o fator de
retenção para SNV, LOV e EZT, sugerindo uma relação entre eles que influencia o fator de re-
tenção. Depois, o fator modificador orgânico ganha um peso maior, de forma que sua interação
com a temperatura não seja significativa.
Observa-se na Figura 39b que a temperatura exerce um efeito positivo na separação do
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Figura 42: Superfície de resposta que mostra os efeitos sobre o fator de retenção da SNV
variando-se pressão e temperatura.
par RSV/FLV e a interação com o fator modificador também é significativa. Em uma dada
pressão, a RSV se torna menos solúvel no CO2 do que a FLV à medida que a temperatura
aumenta, interagindo mais com a FE. Isso justifica seu coeficiente ser mais positivo para o fator
de retenção e ser significativamente positivo também para o fator de separação. A temperatura
também exerce efeito positivo sobre o fator de separação do par PRV/PTV, mas o efeito é
negativo para o par LOV/SNV, sugerindo um favorecimento à coeluição desse último par. De
toda forma, ajustar as condições de pressão e temperatura até aqui sugerem a possibilidade de
separar os pares RSV/FLV e PRV/PTV.
Os resultados para o TF da EZT mostram um efeito negativo da temperatura, mas situaram-
se entre 0,89 e 0,95 nas diferentes condições de pressão e modificador. O TF da ATV não sofre
efeito significativo da temperatura, assim como a pressão não exerce efeito significativo.
A temperatura tem efeito significativo positivo sobre o N da EZT e da ATV. Como a largura
de suas bases altera-se pouco e a elevação da temperatura aumenta o fator de retenção, o valor
de N cresce proporcionalmente ao tR. Nas diferentes condições de pressão e modificador, o
modelo previu valores sempre acima de 40.000 pratos para ambos os fármacos.
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4.4.3 Modificador orgânico
De todos os fatores avaliados no planejamento Composto Central, o modificador orgânico
mostrou ser o mais importante. À medida que o gradiente é realizado, a FM torna-se mais rica
em moléculas de cossolvente, que auxiliam o CO2 a solvatar os analitos na FM, pois são mais
solúveis em um solvente orgânico. As moléculas do modificador se misturam ao dióxido de
carbono na FM e, na presença de moléculas do analito, a FM torna-se heterogênea. Essa hete-
rogeneidade deve-se aos deslocamentos das moléculas do modificador em direção ao analito,116
por maior afinidade do que o analito tem com o CO2 (Figura 43a). Durante a passagem pela
FE, as moléculas do modificador também têm preferência em adsorver sobre a superfície mais
polar do suporte de sílica ou dos ligantes da FE, formando um filme fino.50 O mecanismo de
partição toma um lugar mais importante do que o mecanismo de adsorção dos analitos sobre os
sítios ativos da FE, reduzindo a interação com ela (Figura 43b). Como consequência da adição
do modificador orgânico, o fluido torna-se mais denso, sofre menor influência da pressão, e
aproxima-se mais de um caráter líquido. O tempo de retenção é drasticamente reduzido com
o aumento da % de modificador como resposta ao aumento da solubilidade dos analitos, o que
torna o coeficiente sobre o fator de retenção cada vez mais negativo (39a). Na condição cro-
matográfica final, o fluido é melhor caracterizado como em uma condição subcrítica, devido à
maior densidade (ρ ≈ 1, 0 g mL-1). A Figura 44 mostra a superfície de resposta para logk da
EZT em função do modificador e da pressão ou da temperatura.
Além de k, o efeito do modificador também é negativo para α, em especial para os pares
críticos RSV/FLV e PRV/PTV. Com maior quantidade de modificador na FM, a solubilidade
desses analitos aumenta, o que diminui a interação com a FE e favorece a coeluição. Desta
forma, uma estratégia para separá-las é reduzir a quantidade de modificador orgânico ao final
do gradiente, combinando com os resultados analisados para pressão e temperatura.
A quantidade do modificador orgânico exerce efeito positivo sobre o TF da EZT, isto é,
quanto maior a % de modificador, mais próximo de 1,0. Mas, como para obter uma boa re-
solução entre todos os analitos é necessário uma quantidade menor de modificador, o fator de
alargamento da EZT deve ficar por volta de 0,9 – ainda um valor aceitável para parâmetros
cromatográficos.77 Da mesma forma que para os fatores pressão e temperatura, a % de mo-
103
(a)
(b)
Figura 43: Ilustrações do comportamento a nível molecular da interação do CO2 com modifi-
cador orgânico, analito e fase estacionária. ROH indica qualquer álcool de cadeia alquílica R
(MeOH, EtOH, i-PrOH): (a) Heterogeneidade da FM, onde o modificador orgânico, mais po-
lar, envolve as moléculas do analito; (b) Formação de um filme rico em modificador orgânico
próximo à superfície da FE que favorece mecanismo por partição.
dificador orgânico não apresentou efeito significativo sobre o TF da ATV, de acordo com o
planejamento. Entretanto, a análise dos dados mostrou que o TF afasta-se de 1,0 com maiores
% de modificador e temperaturas muito elevadas, independente da pressão.
O coeficiente do modificador sobre a eficiência da EZT e da ATV mostra um efeito signfi-
cativo positivo. Embora não haja mudança significativa na largura dos picos, e mesmo que haja
uma redução drástica no tempo de retenção, o valor de N aumenta com o aumento da % de
modificador. Possivelmente, o mecanismo de partição exerce um importante papel, melhorando
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Figura 44: Superfície de resposta que mostra os efeitos sobre o fator de retenção da EZT
variando-se % de modificador, pressão (esquerda) e temperatura (direita).
a eficiência da separação pela transferência de massa entre a FM e o filme adsorvido da FE.
Apesar de que % altas de modificador favoreçam a eficiência, foi verificado valores de N acima
de 30.000 para todas as condições do planejamento experimental, mostrando que a UHPSFC é
uma técnica que fornece separação com formatos de picos adequados.
4.5 Design Space
Até aqui, concluiu-se que para separar os pares RSV/FLV e PRV/PTV é necessário uma
combinação dos fatores pressão, temperatura e modificador e o planejamento Composto Central
foi essencial para avaliá-los. Pela Figura 38, a condição para melhor resolução dos picos foi o
Ponto 13, com pressão no nível 0 (1950 psi) e temperatura no nível 0 (37,5 ◦C), suficientes para
obter uma resolução adequada entre PRV/PTV e RSV/FLV, respectivamente. Essa condição foi
atingida com 15,5% de modificador, no ponto axial−α, que permitiu maior tempo de interação
dos analitos com a FE da coluna 1-AA. Os Pontos 03 e 04 também apresentaram desempenhos
promissores para definir o método, com temperatura alta (45 ◦C) e 18,0% de modificador ao
final do gradiente, independente da pressão. Contudo, esses pontos tiveram resolução dos pares
críticos acima de 1,5 – o que já seria aceitável para fins quantitativos, desde que a altura dos
picos cromatográficos fossem a mesma.77 O Ponto 13 forneceu resolução mais próxima de 2,0
para o par crítico PRV/PTV, que tem alturas do pico cromatográfico diferentes, e por isso foi
selecionado. Isso dá maior segurança para definir um espaço de robustez para estabelecer as
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condições finais do método cromatográfico.
Como os pares RSV/FLV e PRV/PTV apresentaram maiores possibilidades de coeluição em
muitas condições cromatográficas, seus fatores de separação foram selecionados como parâme-
tros críticos para determinar o espaço experimental, o Design Space (DS), ao invés da resolução
entre os picos (Rs). O DS foi definido como a região na qual a Rs é maior que 2, mesmo que
haja pequenas alterações em algum fator, ou seja, o DS apresenta uma região robusta de ope-
ração. O Design Space foi determinado estabelecendo-se limites inferiores para os fatores de
separação dos pares RSV/FLV e PRV/PTV de 1,04. Esse limite inferior foi determinado ex-
perimentalmente porque a partir deste valor a Rs é maior que 2, possivelmente em função dos
picos estreitos que a técnica forneceu. Adotou-se essa referência para Rs porque a proporção da
altura dos picos da PTV e PRV é diferente de 1:1 (Rs ≥ 1,5 seria suficiente neste caso), então
recomenda-se para fins quantitativos Rs ≥ 2,0.77
A Figura 45 mostra as superfícies de respostas para os fatores de separação em função do
modificador e dos fatores temperatura para os pares RSV/FLV (Figura 45a) e pressão para os
pares PRV/PTV (Figura 45b). À medida que o fator modificador aumenta, a separação dos
picos diminui, indicado pela região azul da superfície. Portanto, a estratégia é controlar os
fatores para que a resposta se direcione no sentido de maximizá-la, na região vermelha. Para
isso, uma redução na quantidade de modificador é necessária, assim como um aumento nos
fatores temperatura (mais pronunciado para o par RSV/FLV) e pressão (mais importante para o
par PRV/PTV).
Os pontos axiais não estão inclusos nessas superfícies de respostas, mas pelo modelo, em
15,5% de modificador, o par RSV/FLV supera o limite de 1,04 apenas em temperaturas acima
de 36 ◦C (Figura 45a), enquanto o par PRV/PTV supera esse limite em pressões acima de 1900
psi (Figura 45b).
Essas superfícies de respostas, ou mapas de contorno, foram sobrepostos para se construir
o DS (Figura 46, destacado em amarelo). A Figura 46a mostra a região do DS com 15,5%
de modificador ao final do gradiente, enquanto a Figura 46b foi feita com 16,0%. A diferença
de 0,5% na concentração do modificador evidencia como as seletividades dos pares críticos é
muito afetada por este fator, sobretudo do par PRV/PTV, em conformidade com o gráfico dos
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(a) (b)
Figura 45: Superfícies de resposta com nível de modificador em 15,5% para as os fatores de
separação (a) entre RSV e FLV e (b) entre PRV e PTV
coeficientes da Figura 39b.
(a) (b)
Figura 46: Gráficos que mostram o Design Space para as condições ótimas de α entre RSV/FLV
e PRV/PTV. Concentração final de modificador no gradiente: a) 15,5% e b)16,0%
A região amarela é formada a partir da interseção de duas retas, que representam os limites
inferiores de α (1,04) selecionados para o par RSV/FLV (a reta no sentido horizontal) e para o
par PRV/PTV (a reta no sentido vertical). Observe que a reta horizontal indica que αRSV/FLV
sofre pouco efeito da pressão (é quase paralela a esse eixo), assim como αPRV/PTV sofre pouco
efeito da temperatura (a reta referente a esse par está quase paralela ao eixo da temperatura).
Assim, a região interseccionada acima da reta de αRSV/FLV (temperaturas acima de 36 ◦C) e à
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direita da reta de αPRV/PTV (pressões acima de 1900 psi) garantem que, para ambos os pares,
α será maior que 1,04 em 15,5% de modificador.
O ponto vermelho na Figura 46a indica o ponto 13 do planejamento Composto Central
(Figura 38), próximo aos limites inferiores do Design Space. Para tornar as condições croma-
tográficas mais robustas, deve-se deslocar as condições experimentais de forma que pequenas
variações nesses fatores façam com que as condições ainda estejam dentro da região amarela.
Assim, deslocando a pressão e a temperatura de 1950 psi e 37,5 ◦C para 2150 psi e 42 ◦C,
respectivamente, garante-se que as condições ainda estarão dentro do DS, mesmo que haja uma
diferença de 0,5% na concentração final de modificador.
Para a etapa de validação, a robustez não foi avaliada da forma exigida pela RDC N◦
166/2017 da ANVISA para métodos cromatográficos. Entretanto, como as análises foram exe-
cutadas em uma região de operação do DS, considerou-se que o método, se mantido no intervalo
dessa região, será robusto em relação aos fatores pressão, temperatura e modificador que são as
variáveis que mais influenciam a densidade do fluido.
4.6 Modificação da vazão da Fase Móvel
Esse parâmetro não foi alterado até este ponto porque avaliações durante a etapa de scree-
ning mostraram que vazões menores retardam muito a análise, enquanto vazões maiores com-
prometem a pressão interna do sistema. Em vazões maiores de FM, a densidade do fluido
também aumenta, em função da maior queda de pressão (diferença entre as pressões de entrada
e de saída).24 Não foi avaliado também no planejamento Composto Central, porque as condi-
ções em 25,0% e 27,5% também comprometeriam a operação do sistema ao atingir o limite
de pressão do fabricante. A solução para avaliar este fator foi escolher, entre as condições do
planejamento, aquela que mostrasse o maior potencial de separação total, que foi o Ponto 13.
A Figura 47 apresenta os resultados para a variação da vazão de FM, na qual se observa que
a separação até a linha de base é maior em vazões maiores. Portanto, uma vazão maior que
1,50 mL min-1 foi necessária para garantir maior robustez ao método na condição definida pelo
Design Space, além de tempos de análises inferiores a 5 minutos. A vazão de 1,80 mL min-1 foi
selecionada, porque uma vazão de 2,00 mL min-1 faz com que o sistema opere próximo do seu
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limite superior.
Figura 47: Cromatogramas em função da vazão da fase móvel. Condições cromatográficas –
pressão: 2150 psi, temperatura: 42 ◦C, eluição: modo gradiente linear de 5-15,5% de modifi-
cador EtOH:H2O 95:5 (v/v) em 4 minutos, mais tempo isocrático de 2 minutos, coluna: Torus
1-AA, diluente: ACN:EtOH 3:2 (v/v), volume de injeção: 1,0 µL, detecção: 240 nm. Iden-
tificação dos picos: 1 - SNV; 2 - LOV; 3 - EZT; 4 - FLV; 5 - RSV; 6 - PTV; 7 - PRV; 8 -
ATV.
Portanto, guiado pelas práticas multivariadas do planejamento experimental, foi possível
chegar a um método que atenda os objetivos do projeto em obter a melhor resolução para todos
os analitos. O método multiproduto desenvolvido foi, então, definido empregando a coluna
Torus 1-AA, modificador orgânico EtOH:H2O 95:5 (v/v), diluente ACN:EtOH 3:2 (v/v), eluição
por gradiente de 5% até 15,5% em 4 minutos, mantendo-se isocrático por mais 2,0 minutos,
vazão de 1,80 mL min-1, volume de injeção de 1,0 µ, pressão de 2150 psi e temperatura de 42
◦C.
Essas condições foram utilizadas para quantificar cada analito conforme os requisitos da
ANVISA. Para PRV, PTV e ATV houve mudança do diluente da mistura de ACN:EtOH para
MeOH na etapa de validação, pois apenas esses três analitos, individualmente, são pouco solú-
veis na mistura.
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4.7 Validação do método
4.7.1 Seletividade
A validação do método iniciou-se pela análise da seletividade para cada analito. Foram
realizadas injeções do solvente de injeção, do placebo, da FM e do analito (padrão farmacêutico
em mistura com um placebo sintético e solvente de injeção). As Figuras 48 e 49 mostram que,
para cada analito, apenas seu sinal está presente no tempo de retenção específico do método,
sem interferentes do placebo, FM ou diluente. Desta forma, o método se mostrou seletivo e
nenhuma interferência é esperada para as próximas etapas da validação.
(a) (b)
(c) (d)
Figura 48: Cromatogramas ilustrando a seletividade para cada fármaco. (a) Sinvastatina; (b)
Lovastatina; (c) Ezetimiba; (d) Fluvastatina.
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(a) (b)
(c) (d)
Figura 49: Cromatogramas ilustrando a seletividade para cada fármaco. (a) Rosuvastatina; (b)
Pitavastatina; (c) Pravastatina; (d) Atorvastatina.
4.7.2 Linearidade
Para todos os analitos, o ensaio de linearidade foi avaliado estatisticamente empregando o
software Action Statr. Todos os analitos apresentaram modelo linear significativo, coeficiente
de correlação de Pearson maior que 0,99, resíduos com distribuição normal e variância homo-
cedástica, sem outliers detectados nem dependência entre as observações, o que mostra que os
resíduos foram aleatórias. Em seguida, são apresentados os gráficos de linearidade para cada
fármaco, em ordem de eluição: Sinvastatina (Figuras 50 e 51), Lovastatina (Figuras 52 e 53),
Ezetimiba (Figuras 54 e 55), Fluvastatina (Figuras 56 e 57), Rosuvastatina (Figuras 58 e 59), e
Atorvastatina (Figuras 64 e 65).
A Tabela 7 mostra os valores obtidos para os coeficientes angular (m e linear (intercepto, n)
e suas respectivas estimativas do desvio padrão (sm e sn), além do coeficiente de correlação de
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Figura 50: Curva analítica para a SNV
Figura 51: Gráficos para análise dos resíduos da sinvastatina
112
Figura 52: Curva analítica para a LOV
Figura 53: Gráficos para análise dos resíduos da lovastatina
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Figura 54: Curva analítica para a EZT
Figura 55: Gráficos para análise dos resíduos da ezetimiba
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Figura 56: Curva analítica para a FLV
Figura 57: Gráficos para análise dos resíduos da fluvastatina
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Figura 58: Curva analítica para a RSV
Figura 59: Gráficos para análise dos resíduos da rosuvastatina
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Figura 60: Curva analítica para a PTV
Figura 61: Gráficos para análise dos resíduos da pitavastatina
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Figura 62: Curva analítica para a PRV
Figura 63: Gráficos para análise dos resíduos da pravastatina
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Figura 64: Curva analítica para a ATV
Figura 65: Gráficos para análise dos resíduos da atorvastatina
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Pearson, r.
Tabela 7: Resultados para a linearidade dos analitos estudados (n = 3)
Analito m ± sm n ± sn r
Sinvastatina 1363282 ± 18893 63239 ± 19171 0,9988
Lovastatina 1468999 ± 55650 1381 ± 56260 0,9908
Ezetimiba 1198313 ± 19410 62856 ± 19924 0,9983
Fluvastatina 1472935 ± 15180 11243 ± 15380 0,9993
Rosuvastatina 1217051 ± 20855 2463 ± 21182 0,9981
Pitavastatina 2473863 ± 66849 -52311 ± 27046 0,9953
Pravastatina 1615608 ± 41575 -109352 ± 16989 0,9957
Atorvastatina 1287286 ± 25570 -100712 ± 25960 0,9961
Os resultados para linearidade mostraram que o método permitiu correlacionar as áreas dos
picos cromatográficos linearmente com a concentração de cada padrão.
4.7.3 Faixa de trabalho
A faixa de trabalho foi estabelecida conforme preconiza a RDC 166/2017 da ANVISA, de
80% à 120%. Para os analitos cujo nível de 100% foi definida em 1,0 mg mL-1, a faixa de
trabalho é de 0,80 até 1,20 mg mL-1. Para PRV e PTV, a concentração correspondente ao nível
de 100% foi definido em 0,40 mg mL-1. Portanto, a faixa de trabalho para estes dois analitos
foi de 0,32 mg mL-1 até 0,48 mg mL-1.
4.7.4 Exatidão e Precisão
A exatidão (em termos de recuperação) e a precisão (repetibilidade e intermediária, em
termos de coeficiente de variação, CV) foram calculadas a partir da extração do padrão adicio-
nado ao placebo sintético com o solvente de injeção. Para estabelecer os limites de aceitação,
seguiu-se os guias da área que recomendam, para o nível de 1,0 mg mL-1, uma recuperação de
95–105% e CV de 5,4% (Tabela 2). Como a ANVISA não explicita estes limites, o guia do
MAPA foi levado em consideração.102 A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para recupe-
ração, repetibilidade e precisão intermediária.
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Tabela 8: Exatidão e precisão em termos de recuperação e coeficiente de variação, respecti-
vamente (n = 3). Precisão foi calculada como repetibilidade e precisão intermediária. Para
Pitavastatina e Pravastatina, foi realizada medidas apenas no nível de 100% (n = 6).
Analito Nível
Recuperação
(%)
Repetibilidade
(CV, %)
Precisão
intermediária
(CV, %)
80% 101,3 2,7 2,1
Sinvastatina 100% 100,4 2,4 1,8
120% 103,4 3,4 2,9
80% 101,7 1,5 2,0
Lovastatina 100% 101,9 2,7 2,7
120% 102,2 1,5 1,5
80% 99,3 2,1 3,8
Ezetimiba 100% 100,9 2,4 4,3
120% 102,0 1,9 3,4
80% 103,6 2,5 3,4
Fluvastatina 100% 104,2 3,1 4,1
120% 104,8 2,6 3,7
80% 102,2 0,8 3,5
Rosuvastatina 100% 102,7 1,4 3,7
120% 101,8 2,6 3,6
Pitavastatina 100% 102,7 4,0 4,4
Pravastatina 100% 100,7 4,3 4,4
80% 103,2 2,1 1,9
Atorvastatina 100% 98,7 1,2 3,4
120% 98,3 2,7 3,2
4.7.5 Limites de detecção e de quantificação
Essas figuras de mérito não foram avaliadas, uma vez que o método desenvolvido se propõe
a avaliar o teor de fármaco em medicamentos. Assim, a ANVISA não torna obrigatória essa
análise.
4.7.6 Aplicação em medicamentos comerciais
O método desenvolvido e devidamente validado foi desafiado para quantificar os analitos
em amostras reais, isto é, nos medicamentos (produtos acabados) disponíveis comercialmente.
As análises dos medicamentos mostraram que o método utilizando UHPSFC responde bem
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Tabela 9: Aplicação do método para análise de medicamentos comerciais em termos de recu-
peração e coeficiente de variação (n = 3). Cada medicamento tem seu analito indicado pelo
IFA (insumo farmacêutico ativo). Um medicamento com mais de um IFA indica associação
disponível comercialmente. Os IFA foram extraídos do medicamento na concentração de 1,0
mg mL-1 ou 0,4 mg mL-1, no caso da PTV e PRV.
Medicamento IFA Teor (%) CV (%)
Rótulo (mg
comprimido-1)
Dosagem
(mg
comprimido-1)
A SNV 98,8 0,3 10 9,88
B SNV 98,0 0,8 10 9,80
B EZT 100,9 0,8 10 10,09
C SNV 95,6 1,8 10 9,56
D RSV 96,9 1,1 10 9,69
E RSV 95,4 0,6 10 9,54
F ATV 96,1 3,2 10 9,61
G ATV 91,1 0,7 10 9,11
H FLV 98,2 4,3 10 9,82
I EZT 98,0 2,1 10 9,80
J ATV 94,1 4,7 20 18,82
J EZT 103,5 2,7 10 10,35
K PRV 102,4 0,4 40 41,34
L PTV 97,7 1,3 4 3,89
ao seu propósito, apresentando boa recuperação do analito e uma boa repetibilidade nos resul-
tados, dentro dos limites de aceitação. Pelo recomendado pela Farmacopeia Americana (USP,
United States Pharmacopeia), o teor em um comprimido deve estar entre 90 – 110% do rotu-
lado, exceto para EZT (93 – 107%) e ATV (94,5 – 105%).119 PTV e FLV não têm critérios de
aceitação disponíveis, mas se encontrariam dentro do aceitável utilizando qualquer critério para
os demais fármacos. O baixo teor de ATV no medicamento G indica que ele estaria fora da
especificação aceitável.
4.8 Separação matemática com MCR-ALS
A abordagem com a ferramenta quimiométrica da resolução multivariada de curvas mínimos
quadrados alternantes (MCR-ALS) foi explorada nesse estudo como uma nova alternativa para
resolver problemas de coeluição ou de picos parcialmente resolvidos. Para avaliar a potencia-
lidade dessa ferramenta, a condição cromatográfica foi semelhante ao da etapa de screening no
desenvolvimento do método: 1500 psi de pressão, temperatura de 40 ◦C e eluição gradiente de 0
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até 24% em 4 min do modificador orgânico MeOH:H2O 95:5 (v/v) (ou uma taxa de 6% min-1).
A taxa de gradiente foi mantida, mas o tempo foi reduzido, pois apenas os analitos SNV. LOV,
EZT, FLV e RSV foram utilizados nessa etapa e eluem antes de 4 minutos. A coluna utilizada
foi a Torus 1-AA por ser a única capaz de conferir um fator de separação diferente de 1,0 para
o par SNV/LOV. O modificador orgânico foi o MeOH para diminuir a resolução entre EZT e
FLV, e entre FLV e RSV. A ATV foi excluída dessa etapa porque não se sobrepôs a outro analito
em nenhuma condição com essa coluna, enquanto PTV e PRV foram excluídas para reduzir o
tempo de análise. Além disso, os primeiros cinco analitos eluídos forneceram condições para
se estudar as duas abordagens do MCR-ALS. A Figura 66 apresenta o cromatograma para essa
condição cromatográfica.
Figura 66: Cromatograma referente ao método utilizado para aplicar o algoritmo MCR-ALS:
coluna Torus 1-AA, modificador orgânico MeOH:H2O 95:5 (v/v), eluição gradiente de 0–24%
de modificador em 4 min, pressão de 1500 psi, temperatura de 40 ◦C, vazão de 1,50 mL min-1,
volume de injeção de 1,0 µL, detecção em 240 nm. Identificação dos picos: 1 - SNV; 2- LOV;
3 - EZT; 4 - FLV; 5 - RSV.
4.8.1 Modo espectro aumentado, Saug
A modelagem quimiométrica requer a seletividade em um modo de detecção para distinguir
os constituintes presentes na mistura. Como os espectros da SNV e da LOV são idênticos
(Figura 67) não há seletividade neste modo. Assim, uma resolução, mesmo que parcial (picos 1
e 2 na Figura 66), na coluna cromatográfica é necessária para a separação matemática dos seus
sinais.
Essa semelhança estrutural, com espectros correlacionados, resulta em uma deficiência de
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Figura 67: Espectros correlacionados da SNV e da LOV em função da semelhança química
entre elas, com a diferença de apenas um CH3
posto (dependência linear). Isto significa que, para o modo de aquisição de dados (detector UV-
Vis), o sistema identifica apenas um constituinte matematicamente, enquanto que quimicamente
há pelo menos dois. Desta forma, o modo espectral da matriz decomposta se torna o problema
a ser resolvido, e não o modo cromatográfico. Portanto, aumenta-se o modo espectral ao invés
do cromatográfico, como visto na Figura 18. Uma condição para que seja possível realizar essa
operação é, além de uma resolução parcial (picos levemente deslocados), que os picos referentes
ao analito estejam alinhados no tempo de retenção. O problema que surge nesse ponto é que, no
sistema cromatográfico, pode haver picos levemente deslocados de uma análise para outra por
fatores aleatórios no processo de retenção. Para corrigir esse problema, foi utilizado o algoritmo
icoshift, que força todos os picos a se alinharem em um tempo de retenção "médio",120 conforme
ilustra a Figura 68.
Desta forma, os sinais de máximo de cada amostra da matriz CT, relativos aos analitos
SNV e LOV, são alinhados no modo cromatográfico, e os escores obtidos pelo algoritmo são
proporcionais às áreas sob os espectros, representados pela matriz Saug. A Figura 69a mostra
a matriz aumentada no modo dos espectros, que são os espectros químicos recuperados pelo
MCR-ALS em cada análise: oito misturas mais sete de calibração. A Figura 69b mostra a pro-
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Figura 68: Aplicação do algoritmo coshift para alinhar a matriz de dados no modo cromatográ-
fico em torno de um tempo de retenção médio para correção de deslocamento.
porcionalidade dos escores dos espectros recuperados com a concentração em que cada analito
foi preparado.
4.8.2 Modo cromatográfico aumentado, Caug
Uma segunda abordagem, mais comum, foi feita na segunda parte do cromatograma da Fi-
gura 66. Não houve necessidade de alinhar os tempos de retenção, pois é possível identificar
cada pico através do espectro, que são diferentes (Figura 70) e, portanto, há seletividade do
algoritmo em relação aos espectros UV-Vis, organizados em uma matriz transposta. Os sinais
cromatográficos foram organizados na matriz aumentada Caug, de forma que a sobreposição
dos sinais será resolvida em função da área do pico (Figura 71). A aplicação do algoritmo
MCR-ALS no conjunto de dados matriciais recuperou o perfil espectral de cada componente e
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(a)
(b)
Figura 69: Proposta de quantificação dos picos parcialmente resolvidos SNV e LOV usando
a abordagem do MCR-ALS. (a) Espectros aumentados da SNV e LOV; (b) Correlação linear
dos escores obtidos pelo MCR-ALS da área dos espectros com suas respectivas concentrações:
SNV e LOV.
relacionou-o com o seu respectivo tempo de retenção. A análise dos dados mostrou uma ten-
dência linear, apresentada na Figura 72. Esses resultados indicam a capacidade do algoritmo em
resolver problemas cromatográficos mais complexos, na ausência de um detector mais seletivo,
como o espectrômetro de massas.
O uso do algoritmo MCR-ALS permitiu separar matematicamente os sinais de cada ana-
lito, possibilitando quantificá-los com boa exatidão mesmo para analitos com espectros idên-
ticos. É interessante ressaltar que, mesmo usando ferramentas quimiométricas de otimização
experimental, como o planejamento Composto Central, não foi possível separar fisicamente os
analitos SNV e LOV na coluna. Assim, a quantificação simultânea desses dois analitos só seria
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Figura 70: Espectros de absorção para EZT, FLV e RSV, mostrando a seletividade em função
do comprimento de onda.
Figura 71: Cromatogramas representando a eluição da EZT, FLV e RSV, usados na forma de
matriz aumentada para aplicação do MCR-ALS.
Figura 72: Resposta linear para recuperação envolvendo analitos com baixo grau de sobreposi-
ção (EZT/FLV) e com alto grau de sobreposição (FLV/RSV).
possível usando a abordagem de modelagem de ordem superior.
O modelo desenvolvido pelo método da MCR-ALS foi avaliado em amostras com mistu-
ras sintéticas e nos produtos comerciais. O erro associado à predição do modelo foi calculado
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em termos de REP (Root Error Prediction) para um conjunto de sete amostras. O REP para
SNV, LOV, EZT, FLV e RSV foram, respectivamente, de 11%, 10%, 4%, 7% e 12%. A partir
do modelo, elipses de confiança foram elaboradas para medir a capacidade que o modelo de-
senvolvido tem em mensurar amostras desconhecidas contendo esses analitos (Figura 73). A
marca vermelha destacada no centro do quadrado indica o ponto em que o intercepto do modelo
é zero e a inclinação é um, em valores normalizados. Como esse ponto está contido dentro das
elipses, o modelo forneceu boa predição para as amostras, embora algumas elipses, como da
RSV, sejam mais largas, indicando baixa precisão.107
Figura 73: Elipses de confiança do modelo feito por MCR-ALS para os analitos SNV, LOV,
EZT, FLV e RSV.
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5 Conclusão
A metodologia desenvolvida avaliou a importância de compreender a natureza dos analitos
e o solvente usado como diluente para injeção, pois em um método multiproduto, como o
proposto, interações entre as espécies podem comprometer os resultados finais. A coluna Torus
1-AA forneceu formato de picos adequados e boa seletividade, sem necessidade de utilizar
aditivos. A técnica de UHPSFC ainda teve a vantagem de permitir a realização das análises em
um tempo curto, com pouco gasto de solvente, devido ao maior constituinte da fase móvel ser o
CO2. O uso de etanol como modificador orgânico também reduziu a toxicidade relacionada aos
solventes orgânicos, como metanol e acetonitrila. Além disso, mostrou-se que esse modificador
forneceu formato de pico mais simétrico para a EZT, sem comprometer o formato de pico de
outros analitos. A utilização de uma abordagem multiproduto permitiu reduzir ainda mais o
tempo total do desenvolvimento de método e da validação, uma vez que mais de um mesmo
analito pôde ser analisado na mesma corrida.
A abordagem multivariada empregada permitiu estudar a influência dos fatores pressão,
temperatura e quantidade de modificador, de forma a obter a melhor resolução cromatográfica
entre todos os analitos. Esse conhecimento é imprescindível em um método multiproduto no
qual os diversos analitos podem interagir com os fatores de formas distintas. Dessa forma, a
construção do Design Space forneceu uma região de condições robustas para obter o melhor
desempenho cromatográfico, que também permite realizar previsões em diferentes condições
cromatográficas. O aumento da vazão forneceu maior robustez em função da maior resolução
obtida.
As condições otimizadas foram: coluna Torus 1-AA; modificador EtOH:H2O 95:5 (v/v);
diluente ACN:EtOH 3:2 (v/v); 1,80 mL min-1 de vazão; 2150 psi de pressão; 42 ◦C de tempe-
ratura; eluição por gradiente de 5%–15,5% de modificador em 4 minutos e mais 2 minutos em
regime isocrático; 1,0 µL de injeção. O UHPSFC mostrou-se uma técnica rápida (tempos de
retenção abaixo de 5,0 minutos), com reduzido consumo de solvente orgânico (< 1,0 mL por
corrida). O método foi validado para SNV, LOV, RSV, FLV, ATV e EZT, de acordo com as
normas da ANVISA, obtendo valores adequados para as figuras de mérito estudadas.
A abordagem multivariada para resolver problemas de picos coeluídos ou parcialmente re-
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solvidos mostrou-se satisfatória, obtendo-se respostas lineares da área cromatográfica ou da
área espectral (absorbância) em função da concentração. Essa abordagem foi feita com um sis-
tema controlado relativamente simples, mas possibilitou o conhecimento da potencialidade do
método MCR-ALS, podendo-se aplicá-lo a sistemas de maior complexidade tanto na técnica
UHPSFC quanto em outras que geram muitos dados, com um dos objetivos sendo a redução do
tempo gasto no desenvolvimento de método, mas garantindo resultados que atendam os objeti-
vos de sua aplicação.
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